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1 .一 种 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 ,包含 视网膜 色素 上 皮 细 胞 (RPE) 与 感光 器 和 /或 感光 器 前 
体 细胞 (PR/PRP) 。 

2. 权 利 要 求 1 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 组 合 物 无 外 源 物质 ,无 饲养 层 , 且 成 分 限定 。 

3. 权 利 要 求 1 或 2 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 RPE 是 表达 斑 芝 蛋白-1 (BEST1) 和 /或 20-1 的 
成 熟 RPE。 

4. 权 利 要 求 1 或 2 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 RPE 是 基本 上 不 表达 BEST1 和 /或 20-1 的 未 成 
熟 RPE。 

5. 权 利 要 求 1-4 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 RPE 是 极 化 的 。 

6. 权 利 要 求 1-4 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 RPE 是 未 极 化 的 。 

7. 权 利 要 求 1-5 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 组 合 物 基 本 上 不 含 生物 可 吸收 的 文 
架 和 /或 细胞 外 基质 (ECM) 蛋白 。 

8. 权 利 要 求 1-7 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 在 所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 物 组 装 时 PR/ 
PRP 与 RPE 的 比率 为 约 2:1 至 约 500:1。 

9. 权 利 要 求 1-7 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 在 所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 物 组 装 时 PR/ 
PRP 与 RPE 的 比率 为 约 1:1 至 约 100:1。 

10. 权 利 要 求 1-9 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 RPE 和 /或 所 述 PR/PRP 和 往生 自 多 能 
细胞 (PSC) 。 

11 .权利 要 求 10 所 述 的 组 合 物 ,其 中 PSC 是 诱导 性 多 能 干细胞 (iPSC) 或 胚胎 干细胞 
(ESC) 。 

12. 权 利 要 求 11 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 iPSC 是 人 iPSC (hiPSC) 。 

13. 权 利 要 求 1-12 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 PR/PRP 不 衍生 自 类 器 官 。 

14. 权 利 要 求 1-13 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 RPE 和 /或 所 述 PR/PRP 事 先 被 冷冻 
保存 。 

15. 权 利 要 求 14 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 冷冻 保存 的 RPE 和 /或 PR/PRP 已 进行 复苏 并 培 
养 至 少 一 周 。 

16. 权 利 要 求 1-15 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 RPE 和 PR/PRP 以 约 100 万 个 细胞 /mL 
至 约 1000 万 个 细胞 /号 的 密度 形成 。 

17. 权 利 要 求 1-16 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 RPE 和 PRVPRP 以 约 500 万 个 细胞 /mL 
的 密度 形成 。 

18. 权 利 要 求 1-18 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 , 其 中 所 述 RPE 和 /或 所 述 PR/PRP 来 自 相 同 的 
供 体 。 

19. 权 利 要 求 1-18 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 PR/PRP 是 视 杆 细胞 倾向 的 。 

20. 权 利 要 求 1-18 中 任 一 项 所 述 的 组 合 物 ,其 中 所 述 PR/PRP 是 视 锥 细胞 倾向 的 。 

21 .一 种 药物 组 合 物 ,包含 权利 要 求 1-20 中 任 一 项 所 述 的 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 。 

22 .权利 要 求 21 所 述 的 药物 组 合 物 ,进一步 包括 透明 质 酸 盐 。 

23 .权利 要 求 22 所 述 的 药物 组 合 物 ,其 中 所 述 透 明 质 酸 盐 以 小 于 约 0.5% 的 浓度 加 入 。 

24. 权 利 要 求 21-23 中 任 一 项 所 述 的 药物 组 合 物 , 进 一 步 包 括 碳酸 毛 钠 、 握 化 钙 、 握 化 
钾 、 伴 酸 二 氧 钾 、 握 化 位 、 人 硫酸 镁 、 握 化 钠 和 /或 磷酸 氧 二 钠 。 

25. 权 利 要 求 21-24 中 任 一 项 所 述 的 药物 组 合 物 , 其 中 所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 物 被 冷冻 
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26. 权 利 要 求 21-25 中 任 一 项 所 述 的 药物 组 合 物 ,其 中 押 述 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 包含 


200 ,000-3 ,000 ,000 个 细胞 。 


27 .权利 要 求 21-25 中 任 一 项 所 述 的 药物 组 合 物 , 其 中 所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 物 包含 约 


700,000 个 细胞 。 


28. 一 种 产生 权利 要 求 1-24 中 任 一 项 所 述 的 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 的 方法 ,包括 将 RPE 和 


PR/VPRP 接 种 在 包含 ROCK 抑制 
间 段 。 
29. 权 利 要 求 28 所 述 的 方法 ， 
30. 权 利 要求 28 所 述 的 方法 ， 
PRP 作 为 聚集 物 接种 。 


剂 的 培养 基 


31. 权 利 要 求 28-30 中 任 一 ] 


32. 权 利 要 求 31 所 述 的 方法 
33. 权 利 要 求 28-32 中 任 一 1 
PRP 与 RPE 的 比率 为 约 2:1 至 约 50 
34. 权 利 要 求 28-32 中 任 一 : 


PRP 与 RPE 的 比率 为 约 100:1。 


35. 权 利 要 求 28-34 中 任 一 项 所 述 的 方法 


(PGE-2) 。 
36. 权 利 要 求 28-34 中 任 一 : 
37. 权 利 要 求 28-36 中 任 一 ] 
38. 权 利 要 求 28-37 中 任 一 ] 


大 所 述 的 方法 
硕 所 述 的 方法 
页 所 述 的 方法 ， 


39. 权 利 要 求 28-38 中 任 一 ] 


的 密度 接种 。 


42. 权 利 要 求 28-41 中 任 一 : 


在 
43. 权 利 要 求 28-42 中 任 一 
的 松 。 


44. 权 利 要 求 28-43 中 任 一 项 所 述 的 方法 


酸 。 


45. 权 利 要 求 28-44 中 任 一 项 所 述 的 方法 


培养 基 。 


46. 权 利 要 求 28-45 中 任 一 ] 
47 .权利 要 求 28-46 中 任 一 ] 
48. 权 利 要 求 28-47 中 任 一 ] 


项 所 述 的 方法 ， 
40. 权 利 要 求 28-39 中 任 一 ] 
至 约 1000 万 个 细胞 /ml 的 密度 接 
41. 权 利 要求 28-40 中 任 一 : 


49. 权 利 要 求 28-47 中 任 一 : 


其 中 所 述 RPE 和 PR/PRP 作 为 基 
其 中 所 述 RPE 作 为 基 


项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 ROCK 抑 
,其 中 所 述 Y-27632 以 10nM 的 浓 
项 所 述 的 方法 
0:1。 

项 所 述 的 方法 


,其 中 在 所 述 双 旨 


,其 中 在 所 述 双 旨 


中 ,并 培养 足以 产生 所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 物 的 时 


本 上 单 细胞 的 巧 液 接 种 。 


本 上 单 细胞 的 惹 液 接种 ,并 且 所 述 PR/ 


a 


制剂 是 Y-27632。 
度 加 入 。 
田 胞 聚集 物 双 


日 合 物 组 装 时 PRV/ 


四 胞 聚集 物 组 合 物 组 装 时 PR/ 


,其 中 所 述 PR/PRP 
其 中 所 述 PR/PRP 


其 中 所 述 PR/PRP 


大 所 述 的 方法 
种 。 
页 所 述 的 方法 ， 


,其 中 所 述 培养 


,其 中 所 述 RPE 之 前 


E2 


基 进 一 步 包 含 前 列 腺 素 
在 PGE-2 的 存在 下 培养 。 
表达 PRPH2 。 

是 视 杆 细胞 状 的 。 

是 视 锥 细胞 状 的 。 


,其 中 所 述 RPE 和 PR/PRP 以 约 100 万 个 细胞 /mL 


其 中 所 述 RPE 和 PR/PRP 以 约 500 万 个 细胞 /mL 


质 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 RPE 和 /或 所 述 PR/PRP 事 先 被 冷冻 保 
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项 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 培养 基 进 一 步 包含 牛 磺 酸 和 氧化 可 
,其 中 所 述 培养 基 进 一 步 包 含 三 碘 甲 腺 原 氮 
,其 中 所 述 培养 基 是 成 分 限定 培养 基 或 无 血清 

顶 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 塔 养 基 包含 血清 蔡 代 物 。 

项 所 述 的 方法 ,其 中 培养 基 是 RPE-MM 培 养 基 。 

顶 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 培养 持续 至 少 10 天 。 

大 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 培养 持续 2 周至 1 个 月 。 
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50. 权 利 要 求 28-47 中 任 一 ] 
51 .权利 要 求 28-50 中 任 一 ] 


52 .权利 要 求 28-50 中 任 一 


权 利 


页 所 述 的 方法 ， 
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项 所 述 的 方法 ， 
项 所 述 的 方法 ， 
项 所 述 的 方法 ， 
53 .权利 要 求 28-50 中 任 一 ] 


其 中 所 述 培养 持续 至 少 2 个 月 。 

其 中 所 述 培养 基 至 少 每 五 天 更 换 一 次 。 
其 中 所 述 培养 基 至 少 每 三 天 更 换 一 次 。 
其 中 至 少 每 隔 一 天 更 换 培养 基 。 


54. 权 利 要 求 28-53 中 任 一 项 所 述 的 方法 ,进一步 包括 冷冻 保存 所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 


物 。 


55. 一 种 治疗 受 试 者 中 的 眼 部 损伤 或 病症 的 方法 ,包括 将 有 效 量 的 权利 要 求 1-27 中 任 
一 项 所 述 的 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 移植 到 所 述 受 试 者 的 眼 。 
,其 中 向 所 述 受 试 者 施用 200 ,000 至 3 ,000 ,000 个 所 述 RPE 和 


56. 权 利 要 求 55 所 述 的 方法 
PR/PRP 细 胞 的 剂量 。 
57. 权 利 要 求 55 所 述 的 方法 
胞 的 剂量 。 
58 .权利 要 求 55 所 述 的 方法 ， 


59 .权利 要 求 55 或 58 所 述 的 方法 


但 所 致 。 
60. 权 利 要 求 55-59 中 任 一 
网 膜 色 素 变 ' 


这 


,其 中 向 所 述 受 试 者 施用 约 700,000 个 所 述 RPE 和 PR/PRP 细 


其 中 所 述 组 合 物 被 移植 到 所 述 眼 的 视网膜 下 腔 。 


项 所 述 的 方法 


,其 中 所 述 眼 部 病症 是 因 RPE 功 能 障碍 或 感光 器 功能 障 


,其 中 所 述 眼 部 病症 是 年 龄 相关 黄斑 变性 , 视 


, 视 锥 - 视 杆 细胞 营养 不 良 ,或 Leber 先 天 性 黑 瞧 。 
61 .权利 要 求 55-60 中 任 一 项 所 述 的 方法 
的 眼中 产生 视 杆 和 视 锥 感光 器 。 


,其 中 所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 物 在 所 述 受 试 者 


62. 权 利 要 求 1-20 中 任 一 项 所 述 的 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 作为 视网膜 模型 的 用 途 。 
63 .一 种 筛选 化 合 物 的 方法 ,包括 使 一 种 或 多 种 候选 化 合 物 与 权利 要 求 1-20 中 任 一 项 
所 述 的 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 接触 ,并 检测 对 所 述 RPE-PRP 双 细胞 聚集 物 的 效应 。 


64. 权 利 要 求 63 所 述 的 方法 


,其 中 所 述 一 


种 或 多 种 候选 化 合 物 选 自由 下 列 各 项 组 成 的 


组 :化 学 化 合 物 ,小 分 子 , 多 肽 ,生长 因子 ,溶剂 , 穿 核 苷 酸 和 细胞 因子 。 
,其 中 检测 效应 包括 测量 细胞 增殖 ,细胞 活力 ,细胞 死亡 , 药 
物 毒 性 ,或 视网膜 组 织 维持 或 修复 。 


65. 权 利 要 求 63 所 述 的 方法 


66 .权利 要 求 63-65 中 任 一 : 
67. 权 利 要 求 63-65 中 任 一 : 
68 .权利 要 求 63-67 中 任 一 : 


69. 权 利 要 求 68 所 述 的 方法 


硕 所 述 的 方法 
大 所 述 的 方法 


大 所 述 的 方法 


,其 中 所 述 方法 是 体内 的 。 
,其 中 所 述 方法 是 体外 的 。 
,其 中 所 述 方法 以 高 通 量 方式 执行 。 


,其 中 所 述 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 被 置 于 多 孔 培养 板 中 。 
70 .一 种 体外 视网膜 模型 ,包含 权利 要 求 1-20 中 任 一 项 所 述 的 双 细胞 聚集 物 组 合 物 。 
71 .权利 要 求 70 所 述 的 模型 ,其 中 所 述 RPE 和 /或 PRMPRP 获 自 疾 病 细 胞 系 。 


72. 权 利 要 求 71 所 述 的 模型 ,其 中 所 述 疾病 是 眼 部 疾病 。 
73. 权 利 要 求 72 所 述 的 模型 ,其 中 所 述 眼 部 疾病 是 年 龄 相关 黄斑 变性 ,视网膜 色素 变 
性 , 视 锥 - 视 杆 细胞 营养 不 良 ,或 Leber 先 天 性 黑 盯 。 
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[0001] ”优先 权 声 明 

[0002] ”本 申请 要 求 于 2020 年 5 月 29 日 提交 的 美国 临时 申请 系列 号 63/032,368 的 优先 权 权 
益 ,该 申请 的 全 部 内 容 通 过 引用 并 入 本 文 。 

[0003] “背景 


1 .技术 领域 

[0004] ”本 公开 总 体 上 涉及 干细胞 生物 学 领域 .更 具体 地 , 它 涉及 包含 视网膜 上 皮 细 胞 
(RPE) 与 感光 器 细胞 (PR) 和 /或 感光 器 前 体 细胞 (PRP) (在 本 文中 称 作 PR/PRP) 的 双 细 胞 聚集 
物 组 合 物 的 组 合 物 。 

[0005] ”2. 相 关 现 有 技术 的 描述 

[0006] ”年龄 相关 黄斑 变性 (AMD) 是 一 种 令 人 虚弱 的 病 况 ,在 2016 年 累及 美国 1100 万 人 以 
及 全 世界 17000 万 人 ,并且 在 2020 年 全 球 患 病 率 预 期 达到 19600 万 人 (Pennington 和 
DeAngelis,2016;Wong 等 人 ,2014) ,其 病因 据 推 测 是 视网膜 色素 上 皮 (RPB) 的 功能 障碍 ,RPE 
功能 障碍 导致 感光 器 死亡 和 功能 障碍 (Bhutto 和 Lutty,2012) 。 使 用 RPE 的 细胞 疗法 可 以 有 
效 地 治疗 AMD、 近 视 性 黄斑 变性 或 罕见 形式 的 遗传 性 黄斑 变性 ,并 且 目 前 有 几 个 正在 进行 的 
和 计划 的 基于 干细胞 的 恢复 视觉 功能 的 临床 试验 (Oner,2018) 。 尽 管 AMD 是 失明 的 最 常见 病 
因 之 一 ,但 其 他 功能 障碍 ,诸如 视网膜 色素 变性 、 视 锥 - 视 杆 细胞 营养 不 良和 Leber 先 天 性 黑 
肯 也 主要 由 感光 器 功能 障碍 引起 ,并 且 可 以 通过 感光 器 (PR) 移植 来 解决 (Barnea-Cramer 等 
人 ,2016;Zhou 等 人 ,2015;Zhao 等 人 ,2017)。 

[0007] ”感光 器 延伸 出 外 节 段 ,该 外 节 段 负责 光 感 测 .RPE 细 胞 文 持 脱落 的 外 节 段 和 其 他 感 
光 器 碎 乒 的 再 循环 ,并且 文 持 整 体感 光 器 健康 (Strauss,2005) ,因此 ,递送 RPE 与 PR 和 /或 
PRP (在 本 文中 称 作 PR/PRP) 两 者 作为 双 层 培养 疗法 是 治疗 RPE 或 感光 器 功能 障碍 的 病 况 的 
潜在 机 会 , 比 递 送 单 独 任 一 个 细胞 类 型 具有 更 广泛 的 相关 应 用 。 此 外 ,RPE 与 PR/PRP 之 间 的 
共生 关系 可 以 使 得 此 类 治疗 更 有 效 。 因 此 ,对 于 用 于 治疗 这 些 疾病 的 包含 PR/PRP 和 RPE 细 胞 
的 双 细 胞 疗法 存在 着 尚未 满足 的 需求 。 


发 明 内 容 

[0008] “在 某 些 实施 方案 中 ,本 公开 提供 了 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 , 所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 
物 包含 视网膜 色素 上 皮 细 胞 (RPE) 与 感光 器 和 /或 感光 器 前 体 细 胞 (PR/PRP) 。 在 特定 的 方 
面 ,所 述 组 合 物 无 外 源 物 质 、 无 饲养 层 且 成 分 限定 。 
[0009] ”在 一 些 方面 ,RPE 是 表达 斑 芋 蛋白 (Bestrophin-1,BEST1) 和 /或 20-1 的 成 熟 RPE。 在 
某 些 方面 ,RPE 是 基本 上 不 表达 BEST1 和 /或 20-1 的 未 成 熟 RPE。 在 某 些 方面 ,RPE 是 极 化 的 ,在 
其 他 方面 ,RPE 是 未 极 化 的 。 

[0010] ”在 某 些 方面 ,所 述 组 合 物 基本 上 不 含 生物 可 吸收 的 支架 和 /或 细胞 外 基质 (ECMW 蛋 
白 , 在 一 些 方面 ,在 所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 物 组 装 时 ,PR/PRP 与 RPE 的 比率 为 约 2:1 至 约 500: 
1 ,诸如 约 2:1 至 约 10:1, 约 10:1 至 50:1, 约 50:1 至 约 100:1, 或 约 100:1 至 约 500:1。 在 某 些 方 


CN 116033912 A 说 明 书 2/41 页 


面 ,在 所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 物 组 装 时 ,PR/PRP 与 RPE 的 比率 为 约 1:1 至 约 100:1。 

[0011] ”在 一 些 方面 ,所 述 RPE 和 /或 所 述 PR/PRP 衍 生 自 多 能 干细胞 (PSO) ,在 特定 的 方面 ， 
PSC 是 诱导 性 多 能 干细胞 (iPSC) 或 胚胎 干细胞 (ESC) 。 例 如 ,iPSC 是 人 iPSC (hiPSC) 。 在 某 些 
方面 ,PR/PRP 不 往生 自 类 器 官 , 在 一 些 方面 ,所 述 RPE 和 /或 所 述 PR/PRP 事 先 被 冷冻 保存 ,在 
具体 的 方面 ,冷冻 保存 的 RPE 和 /或 PR/PRP 已 进行 复苏 并 培养 至 少 一 周 。 

[0012] ”在 特定 的 方面 ,所 述 RPE 和 PR/PRP 以 约 100 万 个 细胞 /mL 至 约 1000 万 个 细胞 /mL 的 密 
度 形成 ,诸如 约 1 百 万 、2 百 万 、3 百 万 、4 百 万 、5 百 万 、6 百 万 、7 百 万 、8 百 万 、9 百 万 或 1000 万 个 
细胞 /mL 在 具体 的 方面 ,所 述 RPE 和 PR/PRP 以 约 500 万 个 细胞 /tL 的 密度 形成 

[0013] ”在 一 些 方面 ,所 述 RPE 和 /或 所 述 PR/PRP 来 自 相 同 的 供 体 ,在 特定 的 方面 ,所 述 PR/ 
PRP 是 视 杆 细胞 倾向 的 (rod-predisposed) 。 在 一 些 方面 ,所 述 PR/PRP 是 视 锥 细胞 倾 同 的 
(cone-predisposed) 。 

[0014] ”进一步 的 实施 方案 提供 了 包含 本 发 明 实施 方案 或 其 各 个 方面 的 双 细 胞 聚集 物 组 
合 物 ( 例 如 ,包含 RPE 与 PR/PRP 的 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 ) 的 药物 组 合 物 。 在 一 些 方面 ,所 述 双 
细胞 聚集 物 组 合 物 包 含 200,000-3,000,000 个 细胞 ,诸如 300,000-2,000,000 个 细胞 、400， 
000-1,500,000 个 细胞 、500,000-1,000,000 个 细胞 、600,000-750,000 个 细胞 或 675 ,000- 
725,000 个 细胞 ,在 特定 的 方面 ,所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 物 包 含 约 700 ,000 个 细胞 ,在 具体 的 
方面 ,所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 物 包含 700 ,000 个 细胞 。 

[0015] “在 另外 的 方面 ,所 述 组 合 物 进 一 步 包含 透明 质 酸 盐 。 在 一 些 方面 ,透明 质 酸 盐 以 小 
于 约 0.5% ,诸如 约 0.4%、0.3%、0.2% 或 约 0.1% 的 浓度 加 入 。 

[0016] “在 进一步 的 方面 ,所 述 组 合 物 进 一 步 包 含 碳酸 氧 钠 、 氧 化 钙 、 氧 化 钾 、 磷 酸 二 氧 钾 、 
氯化镁、 硫酸 镁 、 氧 化 钠 和 /或 磷酸 氧 二 钠 。 在 一 些 方面 ,所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 物 被 冷冻 保 
存 。 

[0017] “ 另 一 个 实施 方案 提供 了 产生 本 发 明 实施 方案 或 其 各 个 方面 的 双 细 胞 聚集 物 组 合 
物 ( 例 如 ,包含 RPE 与 PR/PRP 的 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 ) 的 方法 ,包括 将 RPE 和 PR/PRP 接 种 在 包 
含 ROCK 抑 制剂 的 培养 基 中 ,并 培养 足以 产生 所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 物 的 时 间 段 。 

[0018] ”在 一 些 方 面 ,所 述 RPE 和 PR/PRP 作 为 基本 上 单 细胞 的 悬 液 接 种 ,在 其 他 方面 ,所 述 
RPE 作 为 基本 上 单 细胞 的 苍 液 接种 ,并 且 所 述 PR/PRP 作 为 聚集 物 接种 。 

[0019] “在 特定 的 方面 ,ROCK 抑制 剂 是 Y-27632。 在 具体 的 方面 ,Y-27632 以 10uM 的 浓度 加 
入 。 
[0020] ”在 一 些 方面 ,在 所 述 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 组 装 时 PR/PRP 与 RPE 的 比率 为 约 2:1 至 约 
500:1 ,诸如 约 2:1 至 约 10:1、 约 10:1 至 50:1、 约 50:1 至 约 100;:1 或 约 100:1 至 约 500:1。 在 具体 
的 方面 ,在 所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 物 组 装 时 PR/PRP 与 RPE 比 率 为 约 100:1。 

[0021] ”在 进一步 的 方面 ,培养 基 进 一 步 包 含 前 列 腺 素 E2 (PGE-2) 。 在 一 些 方面 ,所 述 RPE 事 
先 在 PGE-2 的 存在 下 培养 。 
[0022] ”在 一 些 方面 ,所 述 PR/PRP 表 达 PRPH2。 在 某 些 方面 ,所 述 PR/PRP 是 视 杆 细胞 状 的 
(rod-disposed) 。 在 一 些 方面 ,所 述 PR/PRP 是 视 锥 细胞 状 的 (cone-disposed) 。 

[0023] ”在 某 些 方面 ,所 述 RPE 和 PR/PRP 以 约 100 万 个 细胞 /tL 至 约 1000 万 个 细胞 /tL 的 密度 
接种 ,诸如 约 1 百 万 、2 百 万 、3 百 万 、4 百 万 、5 百 万 、6 百 万 、7 百 万 、8 百 万 、9 百 万 或 1000 万 个 细 
胞 /tL 在 特定 的 方面 ,所 述 RPE 和 PR/PRP 以 约 500 万 个 细胞 /tL 的 密度 接种 ,在 一 些 方面 ,所 
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述 RPE 和 /或 所 述 PR/PRP 事 先 已 被 冷冻 保存 。 
[0024] ”在 另外 的 方面 ,培养 基 进 一 步 包 含 牛 磺 酸 和 氧化 可 的 松 。 在 一 些 方面 ,培养 基 进 一 
含 三 磺 甲 腺 原 氨 酸 。 在 特定 的 方面 ,培养 基 为 成 分 限定 培养 基 或 无 血清 培养 基 。 在 具体 
的 方面 ,培养 基 包 含 血 清苦 代 物 ,在 一 些 方面 ,培养 基 为 RPE-MM 培 养 基 。 
[0025] ”在 一 些 方 面 ,培养 持续 至 少 10 天 ,诸如 持续 至 少 2 周 .3 周 、1 个 月 或 两 个 月 ,在 某 些 
方面 ,培养 基 至 少 每 五 天 更 换 一 次 ,诸如 至 少 每 四 天 、 每 三 天 或 每 隔 一 天 更 换 一 次 。 
[0026] ”在 进一步 的 方面 ,所 述 方法 进一步 包括 冷冻 保存 所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 物 。 
[0027] “” 另 一 个 实施 方案 提供 了 治疗 受 试 者 中 的 眼 部 损伤 或 病症 的 方法 ,包括 将 有 效 量 的 
本 发 明 实施 方案 或 其 各 个 方面 的 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 (例如 ,包含 RPE 与 PRMXPRP 的 双 细 胞 聚 
集 物 组 合 物 ) 移植 到 所 述 受 试 者 的 眼 。 
[0028] ”在 一 些 方面 ,所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 物 以 200 ,000-3 ,000,000 个 细胞 的 剂量 施用 ， 
诸如 300,000-2,000,000 个 细胞 ,400,000-1,500,000 个 细胞 .500,000-1,000,000 个 细胞 、 
600,000-750,000 个 细胞 或 675,000-725,000 个 细胞 的 剂量 。 在 特定 的 方面 ,所 述 双 细胞 聚 
集 物 组 合 物 以 约 700 ,000 个 细胞 的 剂量 施用 。 在 具体 的 方面 ,所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 物 以 
700 ,000 个 细胞 的 剂量 施用 。 在 一 些 方面 ,所 述 受 试 者 施用 所 述 双 细胞 聚集 物 超过 一 次 。 
[0029] ”在 一 些 方面 ,所 述 组 合 物 被 移植 到 眼 的 视网膜 下 腔 , 在 某 些 方面 ,所 述 眼 部 病症 是 
因 RPE 功 能 障碍 或 感光 器 功能 障碍 所 致 。 例 如 ,所 述 眼 部 病症 是 年 龄 相关 黄斑 变性 、 视 网 膜 
色素 变性 、 视 锥 - 视 杆 细胞 营养 不 良 或 Leber 先 天 性 黑 虑 。 在 特定 的 方面 ,所 述 双 细胞 聚集 物 
组 合 物 在 所 述 受 试 者 的 眼中 产生 视 杆 和 视 锥 感光 器 两 者 。 
[0030] ”本 文 进一步 提供 了 本 发 明 实施 方案 或 其 各 个 方面 的 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 (例如 ， 
包含 RPE 与 PR/PRP 的 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 ) 作 为 视网膜 模型 的 用 途 
[0031] ”进一步 的 实施 方案 提供 了 筛选 化 合 物 的 方法 ,包括 使 一 种 或 多 种 候选 化 合 物 与 本 
发 明 实施 方案 或 其 各 个 方面 的 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 (例如 ,包含 RPE 与 PR/PRP 的 双 细 胞 聚集 
物 组 合 物 ) 接触 ,并 检测 对 所 述 RPE-PRP 双 细胞 聚集 物 的 效应 。 
[0032] ”在 一 些 方面 ,所 述 一 种 或 多 种 候选 化 合 物 选 自由 下 列 各 项 组 成 的 组 :化 学 化 合 物 ， 
小 分 子 , 多 肽 ,生长 因子 ,溶剂 ,之 核 苷 酸 和 细胞 因子 。 在 某 些 方面 ,检测 效应 包括 测量 细胞 
增殖 、 细 胞 活力 、 细 胞 死亡 ` 药 物 毒 性 或 视网膜 组 织 维持 或 修复 。 在 一 些 方面 ,所 述 方法 是 体 
内 的 。 在 其 他 方面 ,所 述 方法 是 体外 的 。 在 一 些 方面 ,所 述 方法 以 高 通 量 方式 执行 。 在 特定 的 
方面 ,所 述 双 细胞 聚集 物 组 合 物 被 置 于 多 孔 培 养 板 中 。 
[0033] ”还 在 另 一 实施 方案 中 ,提供 了 一 种 体外 视网膜 模型 ,其 包含 本 发 明 实施 方案 或 其 
各 个 方面 的 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 ( 例 如 ,包含 RPE 与 PR/PRP 的 双 细 胞 聚集 物 组 合 物 ) 。 
[0034] ”在 一 些 方面 ,所 述 RPE 和 /或 PR/PRP 获 自 疾病 细胞 系 ,在 特定 的 方面 ,所 述 疾 病 是 眼 
部 疾病 ,诸如 年 龄 相关 黄斑 变性 、 视 网 膜 色 素 变性 、 视 锥 - 视 杆 细胞 营养 不 良 或 Leber 先 天 性 
[0035] ”根据 以 下 详细 描述 ,本 发 明 的 其 他 目的 、 特 征 和 优点 将 变 得 明显 。 然 而 ,应 该 理解 
的 是 ,尽管 指出 了 本 发 明 的 优选 实施 方案 ,但 是 详细 描述 和 具体 实施 例 仅 仅 是 以 示例 的 方 
式 给 出 的 ,因为 在 本 发 明 的 精神 和 范围 内 的 各 种 改变 和 修改 根据 详细 描述 对 于 本 领域 技术 
人 员 将 变 得 明显 。 
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附 图 说 明 
[0036] “以 下 附 图 形成 本 说 明 书 的 一 部 分 并 且 被 包括 以 进一步 说 明 本 发 明 的 某 些 方面 。 通 
过 参考 这 些 附 图 中 的 一 个 或 多 个 附 图 并 结合 在 本 文 给 出 的 具体 实施 方案 的 详细 描述 ,可 以 
更 好 地 理解 本 发 明 。 
[0037] ”图 1A-1C: 在 不 含 Y-27632 的 RPE-MM 中 以 1RPE:3PRP 的 比率 进行 聚集 物 形 成 后 (图 
1A) 2 天 、( 图 1B) 21 天 和 (图 1C) 69 天 的 双 细 胞 聚集 物 。 
[0038] ”图 2A-2C: 在 含有 Y-27632 的 RPE-MM 中 以 1IRPE:8PRP 的 比率 进行 聚集 物 形成 后 (图 
2A) 1 天 、( 图 2B) 3 天 和 (图 2C) 45 天 的 双 细 胞 聚集 物 。 
[0039] ”图 3: 在 添加 和 不 添加 PGE2 的 情况 下 进行 聚集 物 形成 (初始 比率 1RPE:8PRP) 后 1 个 
月 的 双 细 胞 聚集 物 。PRP 组 织 的 差异 是 明显 的 ,与 没有 PGE2 的 情况 相 比 更 多 的 PRP 限 制 在 聚 
集 物 外 周 。 
[0040] ”图 4: 在 添加 和 不 添加 PGE2 的 情况 下 1 个 月 的 双 细 胞 聚集 物 培养 物 在 RPE 组 织 或 视 
杆 形成 方面 没有 显示 显著 的 差异 ,并 且 在 此 时 间 点 PRPH2 表 达 似 乎 很 低 或 不 存在 。 
[0041] ”图 5: 添 加 PGE2 的 双 细 胞 聚集 物 培养 物 在 聚集 物 形成 后 1、2 和 3 个 月 的 比较 .2 个 月 
后 PRPH2 的 存在 指示 外 节 段 形成 和 感光 器 成 熟 。 
[0042] ”图 6: 聚集 物 形成 后 2 天 双 细 胞 聚集 物 的 流 式 细 胞 学 评价 。 利 用 1RPE:30PRP 的 输入 
比率 形成 聚集 物 。 两 天 后 测量 到 的 RPE:PRP 比 率 为 大 约 1:20, 使 用 RPE 标 志 物 PMEL 和 TYRP1 以 
及 PRP 标 志 物 恢复 蛋白 进行 测量 。 
[0043] ”图 7: 体 外 延长 培养 中 的 双 细 胞 聚集 物 的 相差 图 像 。 在 9 天 后 可 看 到 色素 化 RPE ,并 
且 RPE 区 似乎 随时 间 推 移 生 长 。 
[0044] ”图 8:2 天 时 双 细 胞 聚集 物 的 免疫 细胞 化 学 ,显示 全 部 细胞 具有 Hoechst 33342。 在 
此 时 间 点 ,RPE (PMEL ,TYRP1) 占 聚 集 物 的 小 部 分 ,而 PRP (NRL ,CRX) 占 聚 集 物 的 大 部 分 。 
[0045] ”图 9A-9F: 体 外 培养 1 个 月 后 双 细 胞 聚集 物 的 免疫 细胞 化 学 。RPE(( 图 9A-9B) Z0-1 ， 
(图 9C-9D) PMEL, (图 9E-9F) TYRP1 似 乎 与 在 两 天 时 相 比 占 聚 集 物 的 更 大 部 分 ,但 PRP (恢复 蛋 
白 ,M/L 视 蛋白,NRL,CRX,ARR3) 仍 是 优势 部 分 。 视 锥 (MAL 视 蛋白 ,ARR3) 和 视 杆 (NRL) 标志 物 
两 者 的 存在 证 实 了 PRP 可 以 形成 两 种 细胞 类 型 ,并 且 PRPH2 的 早期 存在 指示 了 外 节 段 标志 物 
的 开始 ,并且 提示 PRP 开 始 成 熟 。 
[0046] ”图 10A-10D: 在 聚集 物 形 成 时 以 1:30RPE:PRP 比 率 形成 聚集 物 后 3 个 月 的 RPE/PRP 共 
聚集 物 -PRP 和 RPE 在 所 示 的 聚集 物 中 形成 清楚 的 节 段 , (图 10A-10B) 20-1 (绿色 ) 指示 RPE， 
RCVRN (红色 ) 指示 PRP。 增 殖 的 细胞 (紫色 的 ) 通常 在 3 个 月 时 消失 。B) 显示 了 A) 中 插图 的 放 
大 。.RPE 的 成 熟 ( 图 10C) 由 PMEL- 阳 性 (红色 )RPE 的 区 域 中 的 RPE65( 绿 色 ) 显示 ,最 终 形成 视 杆 
的 PRP 由 NRL (紫色 ) 显示 。 (图 10D) 显示 了 (图 10C) 中 的 放大 插图 。 
[0047] ”图 11: 在 聚集 物 形成 时 以 1:30RPE:PRP 比 率 形成 聚集 物 后 3 个 月 的 RPE/PRP 共 聚集 
物 的 流 式 细胞 术 作 图 .对 RPE (PMEL) 和 PRP (RCVRN) 两 者 作 图 显示 了 在 此 时 间 点 时 RPE 比 PRP 
细胞 多 , 几乎 为 2:1 比 率 。 
[0048] ”图 12A-12B: 在 双 细 胞 聚集 物 注射 后 1 个 月 大 鼠 视 网 膜 的 切片 (条 件 A;PRP 和 RPE 组 
合作 为 单 细 胞 悬 液 ,并且 允许 其 形成 聚集 物 ) 。 在 体内 人 色素 细胞 ( 黑 / 红 ) 似乎 迁移 到 RPE 
层 , 存 在 来 自 移植 的 细胞 的 (图 12A) 视 锥 (M/L 视 蛋白 ) 和 (图 12B) 视 杆 ( 视 紫 红 质 ,NRL) 感光 
器 的 证 据 , 色 素 细 胞 的 一 些小 簇 在 PRP 层 内 很 明显 。 
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[0049] ”图 13A-13C: 在 双 细胞 聚集 物 注射 后 2 个 月 大 鼠 视网膜 的 切片 (条 件 A) 。 存 在 视 杆 和 
视 锥 两 者 成 熟 的 证 据 , 由 来 自 移植 细胞 的 感光 器 中 的 (图 13A)NRL、( 图 13B)M/L 视 蛋白 和 (图 
130) 视 紫红 质 指 示 。 色 素 细 胞 的 一 些小 簇 在 PRP 层 内 很 明显 。 
[0050] ”图 14A-14C: 在 双 细 胞 聚集 物 注 射 后 2 个 月 大 鼠 视网膜 的 切片 (条件 B) ,存在 视 杆 和 
视 锥 两 者 成 熟 的 证 据 , 由 来 自 移植 细胞 的 感光 器 中 的 (图 14A)NRL、( 图 14B)M/L 视 蛋白 和 (图 
14C) 视 紫红 质 指 示 。 色 素 细 胞 的 一 些小 簇 在 PRP 层 内 很 明显 。 


具体 实施 方式 

[0051] 工 .对 说 明 性 实施 方案 的 描述 

[0052] ”在 体内 RPE 和 神经 视网膜 在 有 序 层 中 发 育 和 存在 。 天 然 RPE:PR/PRP 结 构 关 系 的 重 
演 在 疗法 中 可 以 是 至 关 重 要 的 ,此 外 ,RPE:PR/PRP 结 构 的 体外 重演 可 以 有 用 的 作为 平台 来 
测试 药物 或 细胞 疾病 模型 .因此 ,在 某 些 实施 方案 中 ,本 公开 提供 了 在 “双重 疗法 ”共聚 集 物 
培养 中 培养 人 诱导 性 多 能 干细胞 (hiPSC) -衍生 的 RPE (iRPE) 以 及 hiPSC- 衍 生 的 PRP (iPRP) 
的 方法 。 
[0053] ”RPE 可 以 入 生 自 hiPSC, 诸 如 通过 PCT/US2016/050543 和 PCT/US2016/050554 中 公开 
的 方法 ,两 篇 申请 的 全 部 内 容 均 通过 引用 并 入 本 文 ,-PRP 还 可 以 衡 生 自 hiPSC, 诸 如 通过 PCT/ 
US2019/028557 中 公开 的 方法 ,该 申请 的 全 部 内 容 通过 引用 并 入 本 文 。RPE、PR 或 PRP 可 以 衍 
生 自 PSC ,诸如 胚胎 干细胞 .将 具有 成 熟 为 视 杆 和 视 锥 的 能 力 的 不 成 熟 PRP 作 为 单 细 胞 或 作 
为 聚集 物 加 入 至 RPE。PR/PRP 可 以 被 解冻 复苏 并 且 直 接 接 种 RPE, 或 可 以 在 接种 RPE 前 培养 一 
段 时 间 。 在 一 些 方面 ,可 以 辣 培 养 系统 添加 因子 以 辅助 RPE-PRP 聚 集 物 形成 ,所 述 因 子 诸如 
ROCK 抑 制剂 (例如 ,Y-27632) 。 

[0054] ”本文 提供 的 RPE-PR/PRP 双 细胞 聚集 物 可 以 在 各 种 各 样 的 体内 和 体外 方法 中 使 用 。 
RPE-PR/PRP 双 细胞 聚集 物 可 以 在 体外 用 于 往 选 测定 中 以 鉴定 推定 的 治疗 性 或 预防 性 治疗 
候选 物 。RPE-PR/PRP 双 细胞 聚集 物 可 以 在 体内 用 来 治疗 视网膜 的 病 况 , 包 括 但 不 限于 年 龄 
相关 或 遗传 性 黄斑 变性 和 视网膜 色素 变性 或 导致 RPE 和 /或 PRXPRP 的 功能 障碍 和 /或 丧失 的 
其 他 遗传 性 外 视网膜 变 性 疾病 或 损伤 ,在 下 面 描述 本 公开 的 更 多 的 实施 方案 和 优点 。 

[0055] .定义 

[0056] ”术语 “纯化 ”不 需要 绝对 纯度 ;相反 , 它 只 是 一 个 相对 术语 ,因此 ,纯化 的 细胞 群体 
是 大 于 约 90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、99% 或 100% 纯 的 ,或 最 优选 
地 ,基本 上 不 含 其 他 细胞 类 型 。 

[0057] ”如 在 本 说 明 书 中 所 使 用 的 , “一 种 "或 一 个 ”可 以 表示 一 种 或 多 种 /一 个 或 多 个 。 如 
权利 要 求 中 所 使 用 的 , 当 与 单词 "包含 ”一 起 使 用 时 ,单词 一 种 "或 一 个 "可 以 表示 一 种 /一 
个 或 多 于 一 种 /多 于 一 个 。 

[0058] “在 权利 要 求 中 使 用 术语 "或 "用 于 表示 “和 /或 ” ,除非 明确 指出 仅 指 代替 代 方 案 或 
者 蔡 代 方案 是 相互 排斥 的 ,尽管 本 公开 内 容 文 持 仅 指 代替 代 方 案 和 “和 /或 "的 定义 。 如 本 文 
所 用 ,“ 男 一 个 ”可 以 表示 至 少 第 二 个 或 更 多 个 。 

[0059] ”术语 “基本 上 ”要 理解 为 方法 或 组 合 物 仅 包括 指定 的 步骤 或 材料 以 及 实质 上 不 影 
响 那 些 方法 和 组 合 物 的 基本 和 新 特征 的 那些 步骤 或 材料 。 

[0060] ”如 本 文 所 用 ,“ 基 本 上 不 含 ” 指 定 物 质 或 材料 的 组 合 物 或 媒介 物 包 含 三 30% .三 
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20%、 三 15%、 更 优选 三 10%、 甚 至 更 优选 三 5% 或 最 优选 三 1% 的 所 述 物质 或 材料 。 

[0061] ”如 本 文 所 用 ,术语 “基本 上 ”或 “大 致 ”可 以 应 用 于 修饰 可 以 允许 变化 而 不 会 导致 与 
它 相 关 的 基本 功能 改变 的 任何 定量 的 比较 、 值 、 测 量 值 或 其 他 描述 。 

[0062] ”术语 “ 约 ” 一 般 意 指 在 如 使 用 测量 所 述 值 的 标准 分 析 技 术 测 定 的 所 述 值 的 标准 差 
范围 内 。 该 术语 还 可 以 通过 指 所 述 值 的 + 或 -5% 来 使 用 。 

[0063] ”如 本 文 所 用 , “基本 上 不 含 ” ,就 指定 组 分 而 言 ,在 本 文中 用 来 意 指 所 述 指 定 组 分 中 
没有 一 个 组 分 被 有 目的 地 配制 到 组 合 物 中 和 /或 仅 作为 污染 物 或 以 痕 量 存在 .因此 ,由 组 合 
物 的 任何 意外 污染 产生 的 指定 组 分 的 总 量 远 低 于 0.05% ,优选 低 于 0.01%。 最 优选 的 是 其 
中 所 述 指定 组 分 的 量 用 标准 分 析 方 法 不 能 检测 到 的 组 合 物 。 

[0064] ”术语 “细胞 群体 ”在 本 文中 用 于 指 代 一 组 通常 为 常见 类 型 的 细胞 ,细胞 群体 可 以 来 
自 共同 的 祖 细胞 或 可 以 包含 多 于 一 种 的 细胞 类 型 .“ 富 集 的 ”细胞 群体 是 指 源 自 起 始 细胞 群 
体 ( 例 如 ,未 分 级 分 离 的 、 异 质 性 细胞 群体 ) 的 细胞 群体 ,其 含有 比 起 始 群 体 中 指定 细胞 类 型 
的 百分比 更 大 百分比 的 该 指定 细胞 类 型 .细胞 群体 可 以 就 一 种 或 多 种 细胞 类 型 被 富 集 并 耗 
竭 一 种 或 多 种 细胞 类 型 。 

[0065] ”术语 “干细胞 ”在 本 文中 指 在 合适 的 条 件 下 能 够 分 化 成 各 种 各 样 范围 的 特 化 细胞 
类 型 而 在 其 他 合适 的 条 件 下 能 够 自我 更 新 并 保持 基本 上 未 分 化 的 多 能 状态 的 细胞 .术语 
“干细胞 ”还 包括 多 能 细胞 、 多 潜能 细胞 、 前 体 细胞 和 祖 细胞 ,示例 性 的 人 干细胞 可 以 从 以 下 
获得 : 获 自 骨 髓 组 织 的 造血 或 间 充 质 干细胞 , 获 自 胚胎 组 织 的 胚胎 干细胞 ,或 获 自 胎儿 的 生 
殖 组 织 的 胚胎 生殖 细胞 .示例 性 多 能 干细胞 还 可 以 通过 与 多 能 性 相关 的 某 些 转录 因子 的 表 
达 将 体 细胞 重 编程 为 多 能 状态 而 由 体 细胞 产生 ;这 些 细胞 被 称 为 “诱导 性 多 能 干细胞 ”或 
“iPSC” 。 

[0066] 术语 “多 能 ”是 指 细 胞 在 生物 体内 分 化 成 所 有 其 他 细胞 类 型 (除了 及 外 或 胎盘 细 
胞 ) 的 性 质 。 即 使 在 延长 培养 之 后 ,多 能 干细胞 也 能 够 分 化 成 所 有 三 种 胚层 的 细胞 类 型 ( 例 
如 ,外 胚层 ,中 胚层 和 内 胚层 细胞 类 型 ) 多 能 干细胞 是 源 自 胚 泡 的 内 细胞 团 的 胚胎 干细胞 。 
在 其 他 实施 方案 中 ,多 能 干细胞 是 通过 重 编程 体 细胞 而 衍生 的 诱导 性 多 能 干细胞 。 

[0067] ”术语 “分 化 ”是 指 未 特 化 的 细胞 变 成 具有 结构 和 /或 功能 特性 变化 的 更 特 化 类 型 的 
过 程 。 成 熟 细胞 通常 具有 改变 的 细胞 结构 和 组 织 特异 性 蛋白 。 

[0068] ”如 本 文 所 用 ,“ 未 分 化 的 ”是 指 显示 未 分 化 细胞 的 特征 性 标志 物 和 形态 特征 (所 述 
特征 性 标志 物 和 形态 特征 将 它们 与 胚胎 或 成 人 来 源 的 终 末 分 化 的 细胞 清楚 地 区 分 开 来 ) 的 
细胞 。 

[0069] “ 胚 状 体 (EB)” 是 可 以 分 化 成 内 胚层 .中 胚层 和 外 胚层 的 细胞 的 多 能 干细胞 的 聚集 
体 。 当 使 多 能 干细胞 在 非 贴 壁 培养 条 件 下 聚集 并 由 此 形成 悬浮 的 了 时 ,形成 球体 结构 。 
[0070] “分 离 的 ?细胞 已 经 从 生物 体 或 培养 物 中 的 其 他 细胞 中 基本 上 分 离 或 纯化 。 分 离 的 
细胞 可 以 是 例如 至 少 99% 纯 的 ,至 少 98% 纯 的 ,至 少 95% 纯 的 或 至 少 90% 纯 的 。 

[0071] “胚胎 ?是 指 通过 受精 卵 或 具有 人 工 重 编程 细胞 核 的 活化 卵 母 细胞 的 一 次 或 多 次 
分 裂 获 得 的 细胞 团 。 

[0072] “胚胎 干 (ES) 细胞 ?是 未 分 化 的 多 能 细胞 ,其 在 早期 阶段 从 胚胎 (诸如 胚 泡 阶 段 的 
内 细胞 团 ) 获得 ,或 者 通过 人 工 方式 (例如 核 转移 ) 产生 ,并 且 可 以 在 胚胎 或 成 人 中 产生 任何 
分 化 的 细胞 类 型 ,包括 生殖 细胞 (例如 精子 和 卵子 ) 。 
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[0073] “诱导 性 多 能 干细胞 (iPSC)” 是 通过 表达 因子 (本 文中 称 为 重 编程 因子 ) 的 组 合 或 
诱导 因子 组 合 的 表达 重 编程 体 细胞 而 产生 的 细胞 .可 以 使 用 胎儿 、 出 生 后 、 新 生 儿 、 幼 年 或 
成 人 体 细 胞 产生 iPSC。 在 某 些 实施 方案 中 ,可 用 于 将 体 细 胞 重 编程 为 多 能 干细胞 的 因子 包 
括 例 如 0ct4( 有 时 称 为 0ct 3/4) 、Sox2、c-Myc、 和 Klf4、Nanog、 和 Lin28。 在 一 些 实施 方案 中 ， 
体 细胞 通过 表达 至 少 两 种 重 编 程 因子 、 至 少 三 种 重 编 程 因 子 或 四 种 重 编 程 因 子 来 重 编程 ， 
以 将 体 细胞 重 编 程 为 多 能 干细胞 。 

[0074] “等 位 基因 ”是 指 基因 的 两 种 或 更 多 种 形式 中 的 一 种 。 二 倍 体 生物 如 人 含有 每 个 染 
色 体 的 两 个 拷贝 ,因此 每 个 染色 体 携带 一 个 等 位 基因 。 

[0075] 术语 “ 纯 合 ” 被 定义 为 在 特定 基因 座 处 含有 两 个 相同 的 等 位 基因 。 术 语 “ 杂 合 ” 是 指 
在 特定 基因 座 处 含有 两 个 不 同 的 等 位 基因 。 

[0076] “ 单 倍 型 “是 指 沿 着 单个 染色 体 在 多 个 基因 座 处 的 等 位 基因 的 组 合 . 单 倍 型 可 以 基 
于 单个 染色 体 上 的 一 组 单 核 背 酸 多 态 性 (SNP) 和 /或 主要 组 织 相 容 性 复合 体 中 的 等 位 基因 。 
[0077] ”如 本 文 所 用 ,术语 “ 单 倍 型 匹配 的 ”被 定义 为 细胞 (例如 iPS 细 胞 ) 和 被 治疗 的 受 试 
者 共有 一 种 或 多 种 主要 组 织 相 容 性 基因 座 单 倍 型 . 受 试 者 的 单 倍 型 可 以 使 用 本 领域 公 知 的 
测定 容易 地 确定 。 单 倍 型 匹配 的 iPS 细 胞 可 以 是 自体 的 或 同 种 异体 的 。 在 组 织 培 养 中 生长 并 
分 化 为 PRP 细 胞 的 自体 细胞 固有 地 与 受 试 者 单 倍 型 匹配 。 
[0078] “基本 上 相同 的 HLA 类 型 ”表示 供 体 的 人 白细胞 抗原 (HLA) 类 型 与 患者 的 类 型 匹配 
达到 这 样 的 程度 :通过 诱导 来 自 供 体 体 细胞 的 iPSC 的 分 化 而 获得 的 移植 细胞 在 被 植 入 患者 
时 能 够 被 移植 。 

[0079] “超级 供 体 ”在 本 文中 被 称 为 对 某 些 MHC I 类 和 II 类 基因 纯 合 的 个 体 , 这 些 纯 合 个 
体 可 以 作为 超级 供 体 ,并 且 它 们 的 细胞 (包括 组 织 和 包含 其 细胞 的 其 他 材料 ) 可 以 被 移植 到 
该 单 倍 型 纯 合 或 杂 合 的 个 体 中 。 超 级 供 体 可 以 分 别 对 于 HLA-A、HLA-B、HLA-C、HLA-DR、HLA- 
DP 或 HLA-DQ 一 个 或 多 个 基因 座 等 位 基因 是 纯 合 的 。 

[0080] ”本 文 使 用 “无 饲养 细胞 ”或 “不 依赖 饲养 细胞 ”来 指 补充 有 细胞 因子 和 生长 因子 ( 例 
如 TGFB ,bFGF ,LIF) 的 作为 饲养 细胞 层 的 替代 物 的 培养 物 . 因 此 ,可 以 使 用 “无 饲养 细胞 ”或 
不 依赖 饲养 细胞 的 培养 系统 和 培养 基 用 于 培养 和 维持 未 分 化 和 增殖 状态 的 多 能 细胞 ,在 一 
些 情况 下 ,无 饲养 细胞 培养 物 利用 基于 动物 的 基质 (例如 MATRIGEL ) 或 生长 在 诸如 纤 连 蛋 
白 、 胶 原 蛋 白 或 玻 连 蛋白 的 基质 上 。 这 些 方式 允许 人 干细胞 保持 基本 上 未 分 化 的 状态 ,而 不 
需要 小 鼠 成 纤维 细胞 “饲养 层 ”。 

[0081] “饲养 层 " 在 本 文中 定义 为 细胞 的 包 被 层 , 诸 如 在 培养 亚 的 底部 上 。 饲 养 细胞 可 以 
将 营养 素 释 放 到 培养 基 中 并 提供 其 他 细胞 如 多 能 干细胞 可 以 附着 的 表面 。 

[0082] ” 当 与 培养 基 \、 细 胞 外 基质 或 培养 条 件 相 关 地 使 用 时 ,术语 “成 分 限定 的 ”或 “完全 成 
分 限定 的 ”是 指 其 中 化 学 组 成 和 几乎 所 有 组 分 的 量 都 是 已 知 的 培养 基 、 细 胞 外 基质 或 培养 
条 件 。 例 如 ,成 分 限定 的 培养 基 不 含 未 确定 的 因子 ,诸如 在 胎 牛 血清 、 牛 血清 白 和 蛋白 或 人 血 
清和 白 蛋 白 中 的 因子 ,通常 ,成 分 限定 的 培养 基 包 括 补充 有 重组 白 蛋 白 、 化 学 成 分 限定 的 脂 质 
和 重组 胰岛 素 的 基础 培养 基 (例如 ,含有 和 氨基酸、 维生素 、 无 机 盐 、 缓 冲剂 . 抗 氧化 剂 和 能 量 
来 源 的 Dulbecco 改 恨 的 Eagle 培养 基 (DMEM) 、F12 或 Roswell] Park Memorial Institute 培 
基 (RPMI) 1640) 示例 性 的 完全 成 分 限定 的 培养 基 是 Essential 8 培养 基 。 
[0083] ”对 于 与 人 细胞 一 起 使 用 的 培养 基 、 细 胞 外 基质 或 培养 系统 ,术语 “无 外 源 物质 
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(XF)” 是 指 所 使 用 的 物质 不 是 非 人 动物 来 源 的 条 件 。 

[0084] “汇合 前 ”是 指 其 中 细胞 宪 盖 的 培养 表面 的 比例 为 约 60-80% 的 细胞 培养 物 , 通 常 
汇合 前 是 指 其 中 约 70% 的 培养 表面 被 细胞 履 盖 的 培养 物 。 

[0085] ”术语 “视网膜 祖 细 胞 ”, 也 称 作 “视网膜 前 体 细 胞 ”或 “RPC” ,涵盖 有 能 力 产 生 视网膜 
的 所 有 细胞 类 型 的 细胞 ,所 述 细 胞 类 型 包括 神经 视网膜 细胞 ,诸如 视 杆 、 视 锥 、 感 光 器 前 体 
细胞 ,以 及 可 以 分 化 成 RPE 的 细胞 。 

[0086] ”术语 “神经 视网膜 祖 细胞 ”或 “NRP” 是 指 它们 的 分 化 潜力 限于 神经 视网膜 细胞 类 型 
的 细胞 。 
[0087] 术语 “感光 器 ”或 “PR ”细胞 是 指 在 感光 器 谱系 ( 即 ,成 熟 ) 通路 内 的 细胞 ,在 视 紫 红 
质 ( 视 杆 ) 或 三 种 视 锥 视 蛋 白 ( 视 锥 ) 中 的 任 一 个 的 表达 上 调 之 前 和 之 后 ,其 涵盖 感光 器 细胞 
的 早期 和 晚期 标志 物 ( 视 杆 、 视 锥 或 两 者 ) 。 

[0088] ”术语 “感光 器 前 体 细胞 ”或 “PRP” 是 指 从 胚胎 干细胞 或 诱导 性 多 能 干细胞 分 化 的 细 
胞 ,其 可 以 分 化 成 表达 细胞 标志 物 视 紫红 质 或 三 种 视 锥 视 蛋 白 中 的 任 一 个 的 感光 器 细胞 。 
感光 器 可 以 是 视 杆 和 /或 视 锥 感光 器 。 

[0089] “视网膜 色素 上 皮 ” 是 指 脉络 膜 (充满 血管 的 层 ) 和 神经 视网膜 之 间 的 色素 细胞 层 。 
[0090] ”术语 “视网膜 变性 相关 疾病 ” 意 在 指 由 先天 性 或 获得 性 视网膜 变性 或 异常 引起 的 
任何 疾病 。 视 网 膜 变性 相关 疾病 的 实例 包括 视网膜 发 育 不 良 、 视 网 膜 变 性 、 年 龄 相关 黄斑 变 
性 \Stargardt 病 .卵黄 状 黄斑 变性 (Best disease) ` 无 脉络 膜 症 、 遗 传 性 黄斑 变性 、 近 视 性 
变性 、RPE 撕 裂 、 黄 斑 裂 也 、 糖 尿 病 性 视网膜 病变 、 视 网 膜 色 素 变 性 、 遗 传 性 视网膜 疾病 或 变 
性 、 遗 传 性 黄斑 变性 、 视 锥 - 视 杆 细胞 营养 不 良 、 视 杆 - 视 锥 细胞 营养 不 良 、 遗 传 性 视网膜 营 
养 不 良 .Leber 先 天 性 黑 眶 、 视 网 膜 脱 离 和 视网膜 外 伤 。 

[0091] ”本 文 使 用 的 “治疗 有 效 量 ” 是 指 当 向 受 试 者 施用 以 治疗 疾病 或 病 况 时 足以 实现 此 
类 治疗 的 化 合 物 的 量 。 
[0092] “成 熟 ”RPE 细 胞 在 本 文中 称 为 RPE 细 胞 ,其 具有 未 成 熟 RPE 标 志 物 诸如 Pax6 的 表达 
下 调和 成 熟 RPE 标 志 物 诸如 RPE65 的 上 调 表达 。 

[0093] ”RPE 细胞 “成 熟 ” 在 本 文中 指 调节 RPE 发 育 通路 以 产生 成 熟 RPE 细 胞 的 过 程 ,例如 , 调 
节 纤 毛 功能 可 导致 RPE 成 熟 。 

[0094] “诱导 物 ” 在 本 文中 定义 为 调节 细胞 内 的 基因 表达 (诸如 激活 基因 ) 的 分 子 。 诱 导 物 
可 以 结合 抑制 物 或 激活 物 。 诱 导 物 通过 使 抑制 物 失 能 来 起 作用 。 
[0095] ”如 本 文 所 用 ,术语 “生物 可 降解 的 ”是 指 为 递送 的 细胞 提供 初始 的 结构 支持 ,但 随 
着 时 间 推 移 降 解 成 对 移植 宿主 没有 毒性 且 不 促进 供 体 部 位 发 病 的 产物 的 物质 。 

[0096] II. 诱导 性 多 能 干细胞 
[0097] “多 能 性 的 诱导 最 初 是 在 2006 年 使 用 小 鼠 细胞 (Yamanaka 等 人 ,2006) 和 2007 年 使 用 
人 细胞 (Yu 等 人 ,2007;Takahashi 等 人 ,2007) 通 过 引入 与 多 能 性 相关 的 转录 因子 重 编程 体 
细胞 来 实现 的 ,多 能 干细胞 可 以 保持 未 分 化 状态 并 能 够 分 化 成 任何 成 体 细胞 类 型 。 

[0098] ”除了 生殖 细胞 之 外 ,任何 体 细胞 都 可 以 用 作 iPSC 的 起 点 。 例 如 ,细胞 类 型 可 以 是 角 
质 形成 细胞 .成 纤维 细胞 .造血 细胞 . 间 充 质 细 胞 、 肝 细胞 或 胃 细 胞 .T 细 胞 也 可 以 用 作 进 行 
重 编程 的 体 细胞 的 来 源 (美国 专利 号 8 ,741 ,648) 。 对 细胞 分 化 的 程度 或 收集 细胞 的 动物 的 
年 龄 没有 限制 ;甚至 未 分 化 的 祖 细 胞 (包括 成 体 干细胞 ) 和 终 末 分 化 的 成 熟 细 胞 可 以 用 作 本 
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文公 开 的 方法 中 的 体 细胞 的 来 源 , 在 一 个 实施 方案 中 , 体 细胞 本 映 是 RPE 或 PR/PRP 细 胞 , 诸 
如 人 RPE 或 PR/PRP 细 胞 ,RPE 或 PR/PRP 细 胞 可 以 是 成 人 或 胎儿 RPE 或 PR/PRP 细 胞 iPSC 可 以 在 
已 知 将 人 ES 细胞 分 化 成 特定 细胞 类 型 的 条 件 下 生长 ,并 表达 人 ES 细胞 标志 物 ,包括 :SSEA- 
1、SSEA-3、SSEA-4、TRA-1-60 和 TRA-1-81。 

[0099] A. 起 始 细胞 的 HLA 

[0100] ”主要 组 织 相 容 性 复合 体 (MHC) 是 同 种 异体 器 官 移 植物 的 免疫 排斥 的 主要 原因 。 有 
三 种 主要 的 I 类 MHC 单 倍 型  A、.B 和 C) 和 三 种 主要 的 MHC II 类 单 倍 型 DR、.DP 和 DQ) 。 

[0101] ”如果 供 体 细胞 是 HLA 纯 合 的 , 即 含有 每 个 抗原 呈 递 蛋白 质 的 相同 的 等 位 基因 , 则 供 
体 和 受 体 之 间 的 MHC 相 容 性 显著 增加 ,大 多 数 个 体 对 于 MHC I 类 和 II 类 基因 是 杂 合 的 ,但 是 
某 些 个 体 对 于 这 些 基因 是 纯 合 的 ,这 些 纯 合 个 体 可 以 作为 超级 供 体 ,由 其 细胞 生成 的 移植 
物 可 以 移植 到 所 有 对 该 单 倍 型 纯 合 或 杂 合 的 个 体 中 ,此 外 ,如 果 纯 合 供 体 细胞 具有 群体 中 
高 频率 存在 的 单 倍 型 , 则 这 些 细胞 可 用 于 大 量 个 体 的 移植 治疗 。 
[0102] ”因此 ,可 以 从 待 治疗 的 受 试 者 的 体 细胞 或 具有 与 患者 的 HLA 类 型 相同 或 基本 相同 
的 HLA 类 型 的 另 一 个 受 试 者 产生 iPSC。 在 一 种 情况 下 , 供 体 的 主要 HLA( 例 如 HLA-A、HLA-B 和 
HLA-DR 的 三 个 主要 基因 座 ) 与 受 体 的 主要 HLA 相 同 。 在 一 些 情况 下 , 体 细 胞 供 体 可 能 是 超级 
上 共 体 ;因此 ,来源 于 MHC 纯 合 超级 供 体 的 iPSC 可 用 于 产生 RPE 或 PR/PRP 细 胞 ,因此 ,来 自 超级 
供 体 的 iPSC 可 以 被 移植 到 该 单 倍 型 纯 合 或 杂 合 的 受 试 者 中 。 例 如 ,iPSC 可 以 在 两 个 HLA 等 位 
基因 诸如 HLA-A 和 HLA-B 上 是 纯 合 的 .如 此 ,由 超级 供 体 产生 的 iPSC 可 用 于 本 文 所 公开 的 方 
法 中 ,以 产生 可 潜在 地 “匹配 ”大 量 潜在 受 体 的 RPE 或 PR/PRP 细 胞 。 

[0103] ”B. 重 编程 因子 

[0104] ”可 以 使 用 本 领域 技术 人 员 已 知 的 方法 将 体 细胞 重 编程 以 产生 诱导 性 多 能 干细胞 
(iPSC) 。 本 领域 技术 人 员 可 以 容易 地 产生 诱导 性 多 能 干细胞 ,参见 例如 公开 的 美国 专利 申 
请 号 20090246875 ,公开 的 美国 专利 申请 号 2010/0210014; 公 开 的 美国 专利 申请 号 
20120276636; 美 国 专利 号 8,058,065; 美 国 专 利 8,129,187; 美 国 专 利 号 8,278,620;PCT 公 开 
号 W0 2007/069666 Al 和 美国 专利 号 8,268,620, 它 们 通过 引用 并 入 本 文 ,通常 , 核 重 编程 因 
子 用 于 从 体 细胞 产生 多 能 干细胞 ,在 一 些 实施 方案 中 ,利用 Kl1f4、c-Myc、0ct3/4、Sox2、 
Nanog 和 Lin28 中 的 至 少 两 种 、 至 少 三 种 或 至 少 四 种 ,在 其 他 实施 方案 中 ,利用 0ct3/4、Sox2、 
c-Myc 和 Kl1f4。 

[0105] ”用 细胞 核 重 编程 物质 处 理 细 胞 ,所 述 细胞 核 重 编程 物质 通常 是 能 够 从 体 细胞 诱导 
iPSC 的 一 种 或 多 种 因子 或 编码 这 些 物质 的 核酸 (包括 整合 入 载体 中 的 形式 ) 。 细 胞 核 重 编程 
物质 通常 至 少 包括 0ct3/4、Kl1f4 和 Sox2 或 编码 这 些 分 子 的 核酸 ,p53 的 功能 性 抑制 剂 ,L-myc 
或 编码 L-myc 的 核酸 和 Lin28 或 Lin28b 或 编码 Lin28 或 Lin28b 的 核酸 可 用 作 另 外 的 细胞 核 重 
编程 物质 .Nanog 也 可 以 用 于 细胞 核 重 编程 。 如 公开 的 美国 专利 申请 号 20120196360 中 所 公 
开 的 ,用 于 产生 iPSC 的 示例 性 重 编程 因子 包括 (1) 0ct3/4,Klf4,Sox2,L-Myc (Sox2 可 以 被 
Soxl、Sox3、Sox15、Sox17 或 Sox18 替 换 ;K1f4 可 用 Kl1flKl1f2 或 K1f5 蔡 换 ) ; (2) 0ct3/4,K1f4， 
Sox2,L-Myc,TERT,SV40 大 T 抗 原 (SV40LT) ; (3)0ct3/4,Klf4,Sox2,L-Myc,TERT, 人 乳头 瘤 病 
毒 (HPV) 16E6; (4) Oct3/4,K1f4,Sox2,L-Myc, TERT,HPV16 E7; (5) Oct3/4,K1f4,Sox2,L- 
Myc, TERT, HPV16 E6,HPV16 E7; (6) Oct3/4,K1f4,Sox2,L-Myc,TERT,Bmil; (7) 0ct3/4, 
Klf4,Sox2,L-Myc,Lin28; (8)0ct3/4,K1f4,Sox2,L-Myc,Lin28,SV40LT; (9)O0ct3/4,K1f4, 
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Sox2,L-Myc,Lin28,TERT,SV40LT,; (10) 0ct3/4,K1f4,Sox2,L-Myc,SV40LT; (11) 0ct3/4, 
Esrrb,Sox2,L-Myc (Esrrb 可 用 Esrrg 替 换 ) ; (12) 0ct3/4,Klf4,Sox2; (13) 0ct3/4,Kl1f4,， 
Sox2,TERT, SV40LT; (14) Oct3/4,K1f4,Sox2,TERT,HP VI 6E6; (15) 0ct3/4,K1f4,Sox2， 
TERT, HPV16 E7; (16) Oct3/4,K1f4,Sox2,TERT,HPV16 E6,HPV16 E7; (17)O0ct3/4,K1f4, 
Sox2,TERT, Bmil; (18)O0ct3/4,K1f4,Sox2,Lin28; (19)0ct3/4,K1f4,Sox2,Lin28,SV40LT; 
(20) Oct3/4,K1f4,Sox2,Lin28,TERT,SV40LT; (21) 0ct3/4,K1f4,Sox2,SV40LT; 或 (22) 
0ct3/4,Esrrb,Sox2 (Esrrb 可 用 Esrrg 蔡 换 ) ,在 一 个 非 限制 性 实例 中 ,使 用 0ct3/4、Klf4、 
Sox2 和 c-Myc 在 其 他 实施 方案 中 ,使 用 0ct4、Nanog 和 Sox2, 参 见 例 如 美国 专利 号 7 ,682， 
828, 其 通过 引用 并 入 本 文 ,这 些 因 子 包括 但 不 限于 0ct3/4、K1f4 和 Sox2。 在 其 他 实例 中 ,这 
些 因子 包括 但 不 限于 0ct 3/4、K1f4 和 Myc ,在 一 些 非 限制 性 实例 中 ,使 用 0ct3/4、Klf4、ec- 
Myc 和 Sox2 ,在 其 他 非 限制 性 实例 中 ,使 用 0ct3/4、K1f4、Sox2 和 Sal 4。 类 似 Nanog ,Lin28、 
Klf4 或 c-Myc 的 因子 可 以 提高 重 编 程 效率 ,并 且 可 以 从 几 种 不 同 的 表达 载体 表达 。 例 如 ,可 
以 使 用 整合 载体 诸如 基于 EBV 元 件 的 系统 (美国 专利 号 8,546,140) 。 另 一 方面 , 重 编程 蛋 
质 可 通过 蛋白 质 转 导 直接 导入 体 细 胞 。 重 编程 还 可 包括 使 细胞 与 一 种 或 多 种 信号 传导 受 体 
接触 ,所 述 信 号 传导 受 体 包括 : 糖 原 合 酶 激酶 3 (GSK-3) 抑制 剂 , 丝 裂 原 活 化 蛋白 激酶 激酶 
(MEK) 抑制 剂 ,转化 生长 因子 B (TGF-B) 受 体 抑 制剂 或 信号 传导 抑制 剂 ,白血病 抑制 因子 
(LIF) ,p53 抑 制剂 ,NF-xB 抑 制剂 或 其 组 合 。 那 些 调节 剂 可 以 包括 小 分 子 、 抑 制 性 核 苷 酸 、 表 
达 盒 或 蛋白质 因子 。 预 期 的 是 实际 上 可 以 使 用 任何 iPS 细 胞 或 细胞 系 。 

[0106] ”这些 细 胞 核 重 编程 物质 的 小 鼠 和 人 cDNA 序列 可 参考 W0 2007/069666 中 提 及 的 
NCBI 登 录 号 获得 ,该 专利 申请 通过 引用 并 入 本 文 。 用 于 引入 一 种 或 多 种 重 编程 物质 或 编码 
这 些 重 编程 物质 的 核酸 的 方法 是 本 领域 已 知 的 ,并 且 公 开 于 例如 公布 的 美国 专利 申请 号 
2012/0196360 和 美国 专利 号 8,071,369 中 ,两 者 均 通 过 引用 并 入 本 文 。 

[0107] 一 经 获得 ,可 以 在 足以 维持 多 能 性 的 培养 基 中 培养 1PSC。 如 美国 专利 号 7,442,548 
和 美国 专利 公开 号 2003/0211603 中 所 述 , iPSC 可 与 被 开发 用 于 培养 多 能 干细胞 (更 具体 而 
言 ,胚胎 干细胞 ) 的 各 种 培养 基 和 技术 一 起 使 用 ,在 小 鼠 细 胞 的 情况 下 ,通过 向 普 通 培 养 基 
中 加 入 作为 分 化 抑制 因子 的 白血病 抑制 因子 (LIF) 进行 培养 .在 人 细胞 的 情况 下 ,期望 加 入 
碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 (bFGF) 来 代替 LIF 。 可 以 使 用 本 领域 技术 人 员 已 知 的 用 于 培养 和 
维持 iPSC 的 其 他 方法 。 
[0108] ”在 某 些 实施 方案 中 ,可 以 使 用 未 限定 的 条 件 ;例如 ,多 能 细胞 可 以 在 成 纤维 细胞 饲 
养 细 胞 或 已 暴露 于 成 纤维 细胞 饲养 细胞 的 培养 基 上 培养 ,以 保持 干细胞 处 于 未 分 化 状态 。 
在 一 些 实施 方案 中 ,将 细胞 在 用 辐射 或 抗生素 处 理 以 终止 细胞 分 裂 的 小 鼠 胚 胎 成 纤维 细胞 
(作为 饲养 细胞 ) 共存 下 培养 。 备 选 地 ,可 以 使 用 成 分 限定 的 不 依赖 饲养 细胞 的 培养 系统 ( 例 
如 TESR 培养 基 (Ludwig 等 人 ,2006a;Ludwig 等 人 ,2006b) 或 E8" 培养 基 (Chen 等 人 ,2011)) 
培养 多 能 细胞 并 维持 基本 上 未 分 化 的 状态 。 

[0109] “C .质粒 

[0110] ”在 一 些 实施 方案 中 ,可 以 修饰 iPSC 以 表达 外 源 核酸 ,诸如 以 包括 与 启动 子 可 操作 
连接 的 增强 子 和 编码 第 一 标志 物 的 核酸 序列 ,合适 的 启动 子 包 括 但 不 限于 在 感光 器 细胞 中 
表达 的 任何 启动 子 , 诸 如 视 紫 红 质 激酶 启动 子 。 构 建 体 还 可 以 包括 其 他 元 件 ,诸如 用 于 翻译 
起 始 的 核糖 体 结合 位 点 (内 部 核糖 体 结合 序列 ) 和 转录 /翻译 终止 子 . 通 常 , 用 构建 体 转 染 细 
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胞 是 有 利 的 ,用 于 稳定 转 染 的 合适 载体 包括 但 不 限于 道 转录 病毒 载体 、 慢 病毒 载体 和 仙台 
病毒 。 
[0111] ”在 一 些 实施 方案 中 ,编码 标志 物 的 质粒 由 以 下 组 成 : (1) 高 拷贝 数 复制 起 点 ，(2) 选 
择 性 标志 物 , 诸 如 但 不 限于 用 卡 那 考 素 进行 抗生素 选择 的 neo 基 因 , (3) 转录 终止 序列 ,包括 
栈 氨 酸 酶 增强 子 和 (4) 用 于 挫 入 各 种 核酸 盒 的 多 元 隆 位 点 ;和 (5) 编码 与 酷 氨 酸 酶 启动 子 可 
操作 连接 的 标志 物 的 核酸 序列 ,本 领域 己 知 许多 质粒 载体 用 于 诱导 编码 蛋白 质 的 核酸 。 这 
些 包 括 但 不 限于 美国 专利 号 6,103,470、 美 国 专利 号 7,598,364、 美 国 专 利 号 7,989,425 和 美 
国 专利 号 6,416 ,998 中 公开 的 载体 ,这 些 美 国 专利 通过 引用 并 入 本 文 。 

[0112] ”病毒 基因 递送 系统 可 以 是 基于 RNA 或 基于 DNA 的 病毒 载体 .附加 体 基 因 递送 系统 可 
以 是 质粒 、 基 于 Epstein-Barr 病 毒 (EBV) 的 附加 型 载体 、 基 于 酵母 的 载体 、 基 于 腺 病毒 的 载 
体 、 基 于 猿 猴 病毒 40 (SV40) 的 附加 型 载体 .基于 牛乳 头 瘤 病 毒 (BPV) 的 载体 或 慢 病毒 载体 。 
[0113] ”标志 物 包 括 但 不 限于 荧光 蛋白 (例如 ,绿色 荧光 蛋白 或 红色 荧光 蛋白 ) , 酶 (例如 辣 
根 过 氧化 物 酶 或 碱 性 磷酸 酶 或 董 火 虫 / 海 明 董 光 素 酶 或 nanoluc) 或 其 他 蛋白质。 标志 物 可 
以 是 蛋白 质 (包括 分 泌 的 、 细 胞 表面 或 内 部 和 蛋白质 ;被 细胞 合成 的 或 摄取 的 ) ;核酸 (例如 
mRNA 或 酶 活性 核酸 分 子 ) 或 多 糖 。 包 括 可 通过 抗体 .凝集 素 、 探 针 或 核酸 扩 增 反应 检测 到 的 
对 感 兴趣 的 细胞 类 型 的 标志 物 特异 的 任何 此 类 细胞 组 分 的 决定 子 。 标 志 物 也 可 以 通过 取决 
基因 产物 功能 的 生物 化 学 或 酶 测定 或 生物 反应 来 鉴定 。 编 码 这 些 标志 物 的 核酸 序列 可 以 
与 酷 氨 酸 酶 增强 子 可 操作 地 连接 。 此 外 ,还 可 以 包括 其 他 基因 ,如 可 能 影响 干细胞 向 PRP 分 
化 、 或 感光 器 功能 、 或 生理 学 .或 病理 学 的 基因 。 

[0114] ”DD. 递 送 系 统 
[0115] ”利用 本 公开 将 核酸 (诸如 DNA 或 RNA) 引入 到 多 能 干细胞 中 从 而 被 编程 为 RPE 或 PRP 
可 以 使 用 用 于 核酸 递送 的 任何 合适 方法 转化 细胞 ,如 本 文 所 述 或 如 本 领域 普通 技术 人 员 已 
知 的 那样 ,此 类 方法 包括 ,但 不 限于 ,DNA 的 直接 递送 诸如 通过 离 体 转 染 (Wilson 等 人 ,1989， 
Nabel 等 人 ,1989) ,通过 注射 (美国 专利 号 5,994,624、5,981,274、5,945,100、5,780,448、5， 
736,524、5,702,932、5,656,610、5,589,466 和 5,580,859, 每 个 通过 引用 并 入 本 文 ) ,包括 显 
微 注 射 Harland 和 Weintraub,1985; 美 国 专利 号 5,789,215, 通 过 引用 并 入 本 文 ) ;通过 电 穿 
孔 (美国 专利 号 5,384,253 ,通过 引用 并 入 本 文 ;Tur-Kaspa 等 人 ,1986;Potter 等 人 ,1984) ; 
通过 磷酸 钙 沉 演 (Grahamn 和 Van Der Eb,1973;Chen 和 0kayama,1987;Rippe 等 人 ,1990) ; 通 
过 使 用 DEAE- 葡 聚 糖 ,接着 使 用 聚 乙 二 醇 (Gopal ,1985) ;通过 直接 声波 负载 (Fechheimer 等 
人 ,1987) ;通过 脂 质 体 介 导 的 转 染 (Nicolau 和 S$ene,1982;Fraley 等 人 ,1979;Nicolau 等 人 ， 
1987;Wong 等 人 ,1980;Kaneda 等 人 ,1989;Kato 等 人 ,1991) 和 受 体 介 导 的 转 染 (Wu 和 Wu， 
1987 ;Wu 和 Wu,1988) ;通过 微粒 笑 击 (PCT 申请 号 WO 94/09699 和 95/06128; 美 国 专利 号 5， 
610,042、5,322,783、5,563,055、5,550,318、5,538,877 和 5,538,880, 并 且 每 个 通过 引用 并 
入 本 文 ) ;通过 利用 碳化 硅 纤 维 搅拌 (Kaeppler 等 人 ,1990; 美 国 专利 号 5,302,523 和 5,464， 
765 ,每 个 通过 引用 并 入 本 文 ) ;通过 农 杆 菌 介 导 的 转化 (美国 专利 号 5,591,616 和 5,563， 
055 ,每 个 通过 引用 并 入 本 文 ) ;通过 干燥 /抑制 介 导 的 DNA 摄 取 (Potrykus 等 人 ,1985) ,以 及 
此 类 方法 的 任意 组 合 。 通 过 应 用 诸如 这 些 的 技术 ,一 个 或 多 个 细胞 器 、 一 个 或 多 个 细胞 一 
个 或 多 个 组 织 或 一 个 或 多 个 生物 体 可 以 被 稳定 地 或 瞬时 地 转化 。 

[0116] 1. 病毒 载体 
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[0117] ”在 本 公开 的 某 些 方面 可 提供 病毒 载体 ,在 产生 重组 病毒 载体 中 ,通常 将 非 必 需 基 
因 蔡 换 为 异 源 (或 非 天 然 ) 蛋白 的 基因 或 编码 序列 ,病毒 载体 是 一 类 表达 构建 体 , 它 利 用 病 
毒 序列 将 核酸 和 可 能 的 蛋白 质 引入 细胞 。 某 些 病毒 通过 受 体 介 导 的 胞 吞 作 用 感染 细胞 或 进 
入 细胞 .整合 入 宿主 细胞 基因 组 并 稳定 有 效 地 表达 病毒 基因 的 能 力 , 使 其 成 为 将 外 源 核酸 
转移 至 细胞 (例如 哺乳 动物 细胞 ) 的 有 吸引 力 的 候选 物 。 下 文 描 述 了 可 用 于 递送 本 公开 某 些 
方面 的 核酸 的 病毒 载体 的 非 限 制 性 实例 。 

[0118] “逆转 录 病 毒 有 望 作为 基因 递送 载体 ,因为 它们 有 能 力 将 它们 的 基因 整合 到 宿主 基 
因 组 中 ,转移 大 量 外 源 遗 传 物质 ,感染 广泛 的 物种 和 细胞 类 型 ,并 包装 在 特殊 细胞 系 中 
(Miller,1992) 。 

[0119] “为 构建 逆转 录 病 毒 载体 ,将 核酸 插入 病毒 基因 组 中 代替 某 些 病毒 序列 以 产生 复制 
缺陷 型 病毒 ,为 产生 病毒 体 ,构建 了 包含 gag、pol 和 env 基 因 但 不 含 LTR 和 包装 组 分 的 包装 细 
胞 系 (Mann 等 ,1983) 。 当 将 包含 cDNA 的 重组 质粒 以 及 逆转 录 病 毒 LTR 和 包装 序列 一 起 引入 特 
殊 的 细胞 系 时 (例如 通过 磷酸 钙 沉 淀 ) ,包装 序列 允许 将 重组 质粒 的 RNA 转 录 产 物 包 装 成 病 
毒 颗粒 ,然后 该 病毒 颗粒 被 分 泌 到 培养 基 中 (Nicolas 和 Rubenstein,1988;Temin,1986; 
Mann 等 ,1983) 。 然 后 收集 含有 重组 逆转 录 病 毒 的 培养 基 , 任 选 进行 浓缩 ,并 用 于 基因 转移 。 
逆转 录 病 毒 载 体能 够 感染 多 种 细胞 类 型 .但 是 ,整合 和 稳定 表达 需要 宿主 细胞 的 分 裂 
(Paskind 等 ,1975) 。 
[0120] ” 慢 病 毒 是 复杂 的 逆转 录 病 毒 ,除了 常见 的 道 转录 病毒 基因 gag、pol 和 env 外 ,还 包 
含 具 有 调节 或 结构 性 功能 的 其 他 基因 .。 慢 病毒 载体 是 本 领域 众所周知 的 (参见 例如 Naldini 
等 ,1996;Zuferey 等 ,1997;Blomer 等 ,1997; 美 国 专利 6,013 ,516 和 5,994,136) 。 

[0121] “重组 慢 病 毒 载体 能 够 感染 未 分 裂 细 胞 ,可 用 于 体内 和 离 体 基 因 转 移 以 及 核酸 序列 
的 表达 。 例 如 ,在 美国 专利 5,994,136 中 描述 了 能 够 感染 未 分 裂 细胞 的 重组 慢 病 毒 , 其 中 用 
两 种 或 更 多 种 携带 包装 功能 ( 即 gag、pol 和 env ,以 及 rev 和 tat) 的 两 个 或 更 多 个 载体 转 染 合 
适 的 宿主 细胞 ;通过 引用 将 该 美国 专利 并 入 本 文 。 

[0122] ”2. 附 加 型 载体 

[0123] ”在 本 公开 内 容 的 某 些 方面 ,也 可 提供 基于 质粒 或 脂 质 体 的 染色 体外 ( 即 附加 型 ) 载 
体 的 使 用 。 此 类 附加 型 载体 可 包括 ,例如 基于 oriP 的 载体 ,和 /或 编码 EBNA-1 衍 生物 的 载体 。 
此 类 载体 可 允许 将 大 的 DNA 片 段 引 入 细胞 并 保持 在 染色 体外 ,每 个 细胞 周期 复制 一 次 ,有 效 
地 分 配给 子 细胞 , 且 基 本 上 不 引起 免疫 应 答 。 

[0124] ”特别 地 ,EBNA-1 是 基于 oriP 的 表达 载体 复制 所 需 的 唯一 病毒 蛋白 质 , 它 不 会 引发 
细胞 免疫 应 答 , 因 为 它 已 经 发 展 出 有 效 机 制 来 绕 过 其 抗原 在 MHC I 类 分 子 上 的 呈 弟 所 需 的 
过 程 (Levitskay 等 ,1997) ,此 外 ,EBNA-1 能 够 以 反 式 作用 来 增强 克隆 基因 的 表达 ,在 一 些 细 
胞 系 中 诱导 克隆 基因 高 达 100 倍 的 表达 (Langle-Rouault 等 ,1998;Evans 等 ,1997) 。 最 后 ,这 
种 基于 oriP 的 表达 载体 的 生产 是 廉价 的 。 

[0125] “在 某 些 方面 , 重 编程 因子 从 包含 在 一 种 或 多 种 外 源 附 加 型 遗传 元 件 中 的 表达 盒 表 
达 (参见 美国 专利 公开 2010/0003757 ,通过 引用 并 入 本 文 ) 。 因 此 ,iPSC 可 以 基本 上 不 含 外 源 
遗传 元 件 ,诸如 不 含 逆 转录 病毒 或 慢 病毒 载体 元 件 。 这 些 iPSC 通 过 使 用 染色 体外 复制 载体 
( 即 附加 型 载体 ) 来 制备 ,所 述 载 体 是 能 够 游离 地 复制 以 使 PSC 基 本 上 不 含 外 源 载体 或 病毒 
元 件 的 载体 (参见 美国 专利 号 8 ,546 ,140 ,通过 引用 并 入 本 文 ;Yu 等 人 ,2009) 。 许 多 DNA 病 毒 ， 
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诸如 腺 病毒 、 狼 猴 空 泡 病毒 40(SV40) 或 牛乳 头 瘤 病 毒 (BPV) 或 出 芽 酵 母 ARS (自主 复制 序列 ) 
包含 性 质粒 在 哺乳 动物 细胞 中 在 染色 体外 或 游离 地 复制 .这 些 附加 型 质粒 内 在 地 没有 与 整 
合 载体 相关 的 所 有 这 些 缺 点 (Bode 等 人 ,2001) 。 例 如 ,如 上 定义 的 基于 嗜 淋巴 疱疹 病毒 的 包 
括 或 Epstein Barr 病 毒 (EBV) 可 以 在 染色 体外 复制 并 帮助 将 重 编程 基因 递送 到 体 细 胞 .有 
用 的 EBV 元 件 是 0riP 和 EBNA-1, 或 其 变 体 或 功能 等 同 物 ,附加 型 载体 的 男 一 个 优点 是 外 源 性 
元 件 在 被 引入 细胞 后 会 随 着 时 间 流 逝 而 丢失 ,导致 自我 维持 的 iPSC 基 本 上 不 含 这 些 元 件 。 
[0126] ”其 他 染色 体外 载体 包括 其 他 基于 嗜 淋巴 疱疹 病毒 的 载体 。 嗜 淋巴 疱疹 病毒 是 在 淋 
巴 母 细胞 (例如 人 B 淋 巴 母 细 胞 ) 中 复制 并 成 为 其 天 然 生命 周 期 的 一 部 分 的 质粒 的 疱疹 病 
毒 . 单 纯 疱疹 病毒 (HSV) 不 是 “ 嗜 淋 巴 的 ” 疱疹 病毒 ,示例 性 的 嗜 淋巴 疱疹 病毒 包括 但 不 限 
于 :EBV, 卡 波 西 肉瘤 疱疹 病毒 (KSHV) ;松鼠 猴 疱 疹 病 毒 (HS) 和 马 立 克 氏 病 病毒 (MDV) 。 还 设 
想 了 基于 附加 体 的 载体 的 其 他 来 源 , 如 酵母 ARS、 腺 病毒 .SV40 或 BPV。 

[0127] ”通过 标准 的 重组 技术 (参见 例如 Maniatis 等 ,1988 和 Ausubel 等 ,1994, 均 通过 引用 
并 入 本 文 ) ,本 领域 技术 人 员 将 熟练 地 构建 载体 。 

[0128] ”载体 还 可 包含 其 他 组 分 或 功能 ,其 进一步 调节 基因 递送 和 /或 基因 表达 ,或 者 以 其 
他 方式 为 被 划 向 的 细胞 提供 有 益 的 特性 ,此 类 其 他 组 分 包括 例如 :影响 结合 或 靶 向 细胞 的 
组 分 (包括 调控 细胞 类 型 或 组 织 特异 性 结合 的 组 分 ) ;影响 载体 核酸 的 细胞 摄取 的 组 分 ; 摄 
取 后 影响 细胞 内 多 核 苷 酸 定位 的 组 分 (诸如 调控 核定 位 的 试剂 ) ;以 及 影响 多 核 背 酸 表达 的 
组 分 。 

[0129] ”此 类 组 分 还 可 包括 标志 物 ,诸如 可 用 于 检测 或 选择 已 摄取 并 表达 由 载体 所 递送 的 
核酸 的 细胞 的 可 检测 和 /或 选择 性 标志 物 。 此 类 组 分 可 作为 载体 的 天 然 特 征 提 供 ( 诸 如 使 用 
有 具有 调控 结合 和 摄取 的 组 分 或 功能 的 某 些 病毒 载体 ) ,或 者 可 修饰 载体 以 提供 此 类 功能 。 大 
量 此 类 载体 是 本 领域 已 知 的 , 且 通 常 都 是 可 获得 的 。 当 将 载体 维持 在 宿主 细胞 中 时 ,载体 能 
够 在 有 丝 分 裂 期 间作 为 自主 结构 被 细胞 稳定 地 复制 、 挨 入 到 宿主 细胞 的 基因 组 中 或 者 保持 
在 宿主 细胞 的 细胞 核 或 细胞 质 中 。 

[0130] ”3. 调 控 元 件 

[0131] “可 用 于 本 公开 的 重 编程 载体 中 所 包括 的 表达 盒 优 选 包含 ( 沿 5 至 3 方向 ) :可 操作 
地 连接 至 和 蛋白质 编 码 序 列 的 真 核 转录 启动 子 , 包 括 间 插 序列 的 剪接 信号 ,以 及 转录 终止 / 聚 
腺 苷 酸化 序列 。 

[0132] bb. 启动 子 /增强 子 

[0133] ”本 文 所 提供 的 表达 构建 体 包含 启动 子 以 驱动 编程 基因 的 表达 ,启动 子 通 常 包含 起 
定位 RNA 合 成 起 始 位 点 作用 的 序列 。 该 序列 最 著名 的 例子 是 TATA 盒 ,但 在 一 些 缺 少 TATA 盒 的 
启动 子 ( 诸 如 ,例如 ,哺乳 动物 末端 脱氧 核 苷 酸 基 转移 酶 基因 的 启动 子 和 SV40 晚 期 基因 的 启 
动 子 ) 中 ,和 履 盖 起 始 位 点 的 离散 元 件 本 身 帮 助 固定 起 始 位 置 。 另 外 的 启动 子 元 件 调节 转录 起 
始 的 频率 ,通常 ,它们 位 于 起 始 位 点 上 游 30-110bp 的 区 域 , 尽 管 己 表 明 许 多 启动 子 也 包含 起 
始 位 点 下 游 的 功能 元 件 . 为 了 使 编码 序列 "处 在 启动 子 的 控制 下 ” ,就 要 将 转录 阅读 框 的 转 
录 起 始 位 点 的 5 末端 定位 在 所 选 启动 子 的 “下 游 ”( 即 3 ) 。 上 游 ” 启动 子 刺 激 DNA 的 转录 并 
促进 所 编码 RNA 的 表达 。 

[0134] ”启动 子 元 件 之 间 的 间隔 通常 是 灵活 的 ,以 便当 元 件 相 对 于 彼此 反 转 或 移动 时 , 启 
动 子 功能 得 以 保留 .在 tk 启动 子 中 ,在 活性 开始 下 降 之 前 ,启动 子 元 件 之 间 的 间隔 可 增加 到 
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相隔 50bp。 取 决 于 启动 子 , 似 乎 单个 元 件 可 以 协同 或 独立 地 起 作用 来 激活 转录 。 启 动 子 可 以 
与 “增强 子 ” 结 合 使 用 ,也 可 以 不 与 “增强 子 ” 结 合 使 用 , “增强 子 ” 是 指 参 与 核酸 序列 转录 激 
活 的 顺 式 作 用 调控 序列 。 

[0135] ”启动 子 可 以 是 与 核酸 序列 天 然 结 合 的 启动 子 , 可 以 通过 分 离 位 于 编码 区 段 和 /或 
外 显 子 上 游 的 5° 非 编码 序列 来 获得 ,此 类 启动 子 可 以 称 为 “内 源 的 ”, 类 似 地 ,增强 子 可 以 是 
与 核酸 序列 天 然 缔 合 的 一 种 ,位 于 该 序列 的 下 游 或 上 游 。 备 选 地 ,通过 将 编码 核酸 区 段 置 于 
重组 或 异 源 启 动 子 的 控制 下 将 获得 某 些 优点 ,重组 或 异 源 启动 子 是 指 在 其 天 然 环 境 中 通常 
不 与 核酸 序列 缔 合 的 启动 子 , 重 组 或 异 源 增强 子 还 指 在 其 天 然 环 境 中 通常 不 与 核酸 序列 缔 
合 的 增强 子 。 此 类 启动 子 或 增强 子 可 包括 其 他 基因 的 启动 子 或 增强 子 , 以 及 从 任何 其 他 病 
毒 、 原 核 或 真 核 细 胞 中 分 离 的 启动 子 或 增强 子 , 以 及 不 是 “天 然 存在 ”的 启动 子 或 增强 子 , 即 
包含 不 同 转录 调控 区 的 不 同 元 件 , 和 /或 改变 表达 的 突变 。 例 如 ,重组 DNA 构 建 中 最 常用 的 启 
动 子 包括 B- 内 酰胺 酶 (青霉素 酶 )、 乳糖 和 色 毛 酸 (trp) 启动 子 系统 .除了 合成 产生 启动 子 和 
增强 子 的 核酸 序列 外 ,还 可 以 使 用 重组 克隆 和 /或 核酸 扩 增 技术 (包括 PCR™) 结合 本 文公 开 
的 组 合 物 来 产生 序列 (参见 美国 专利 号 4,683 ,202 和 5,928 ,906 ,每 个 通过 引用 并 入 本 文 ) 。 
此 外 ,预期 也 可 以 采用 指导 序列 在 非 细 胞 核 细 胞 器 内 的 转录 和 /或 表达 的 控制 序列 ,所 述 细 
胞 器 诸如 线粒体 .叶绿体 等 。 

[0136] ”自然 地 ,重要 的 是 采用 能 有 效 指导 DNA 区 段 在 选择 用 于 表达 的 细胞 器 、 细 胞 类 型 
组 织 、 器 官 或 生物 体 中 表达 的 启动 子 和 /或 增强 子 。 分 子 生物 学 领域 的 技术 人 员 通 tp 
用 启动 子 . 增 强 子 和 细胞 类 型 组 合 进行 蛋白 质 表达 (参见 例如 Sambrook 等 人 ,1989 年 ,其 

过 引用 并 入 本 文 ) 。 所 用 的 启动 子 可 以 是 构成 性 、 组 织 特异 性 的 、 可 诱 0 
件 下 可 用 于 指导 导入 的 DNA 区 段 的 高 水 平 表达 ,诸如 在 重组 蛋白 和 /或 肽 的 大 规模 生产 中 是 
有 利 的 。 启 动 子 可 以 是 异 源 的 或 内 源 的 。 

[0137] ”另外 ,任何 启动 子 /增强 子 组 合 ( 例 如 ,根据 真 核 启动 子 数据 库 EPDB) 也 可 以 用 于 驱 
动 表达 。T3、T7 或 SP6 细 胞 质 表达 系统 的 使 用 是 另 一 个 可 能 的 实施 方案 ,如 果 提 供 适当 的 细 
菌 聚 合 酶 (无论 是 作为 递送 复合 物 的 一 部 分 还 是 作为 额外 的 基因 表达 构建 体 ) , 真 核 细 胞 可 
以 文 持 某 些 细菌 启动 子 的 细胞 质 转录 。 

[0138] ”启动 子 的 非 限 制 性 例子 包括 早期 或 晚期 病毒 启动 子 ,诸如 ,SV40 早 期 或 晚期 启动 
子 、 巨 细胞 病毒 (CMV) 立即 早期 启动 子 、 劳 斯 肉瘤 病毒 (RSV) 早期 启动 子 ; 真 核 细胞 启动 子 ， 
诸如 ,例如 B- 肌 动 和 蛋白 启动 子 (Ng,1989;Quitsche 等 人 ,1989) 、.GADPH 启 动 子 (Alexander 等 
人 ,1988,Ercolani 等 人 ,1988) 、 金属 硫 和 蛋白 启动 子 (Karin 等 人 ,1989;Richards 等 人 ， 
1984) ;以 及 多 联 应 答 元 件 启动 子 ,诸如 环 状 AMP 应 答 元 件 启动 子 (cre) 、 血 清 应 答 元 件 启动 
子 (sre) 、 佛 波 酯 启动 子 (TPA) 和 最 小 TATA 盒 附近 的 应 答 元 件 启动 子 (tre) 。 也 可 能 使 用 人 生 
长 激素 启动 子 序列 (例如 Genbank 登 录 号 X05244 所 述 的 人 生长 激素 最 低 启 动 子 , 核 背 酸 283- 
341) 或 小 鼠 乳 腺 瘤 启 动 子 (可 从 ATCC 产 品 编号 ATCC 45007 获 取 ) 。 

[0139] ”组 织 特异 性 转基因 表达 ,特别 是 在 源 自 编程 的 造血 细胞 和 造血 细胞 前 体 中 的 报告 
基因 表达 ,可 能 是 鉴定 衍生 的 造血 细胞 和 前 体 的 理想 方法 .为 了 增加 特异 性 和 活性 ,已 经 考 
处 使 用 顺 式 作用 调控 元 件 。 例 如 ,可 使 用 造血 细胞 特异 性 启动 子 ,许多 此 类 造血 细胞 特异 性 
启动 子 是 本 领域 已 知 的 。 

[0140] ”在 某 些 方面 ,本 公开 的 方法 还 涉及 增强 子 序 列 , 即 增加 启动 子 活 性 并 具有 顺 式 作 
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用 潜能 的 核酸 序列 ,不 论 其 方向 如 何 , 即 使 在 相当 长 的 距离 (远离 目标 启动 子 多 至 几 千 个 碱 
基 ) 上 。 然 而 ,增强 子 功能 不 必 限 于 如 此 长 的 距离 ,因为 它们 也 可 在 非常 接近 给 定 启动 子 的 
情况 下 起 作用 。 

[0141] ”已 鉴定 了 许多 造血 细胞 启动 子 和 增强 子 序 列 , 可 适用 于 本 发 明 方法 。 参 见 例如 美 
国 专利 5,556 ,954; 美 国 专 利 申请 20020055144; 美 国 专利 申请 20090148425。 

[0142] <c .起 始 信号 和 连接 表达 

[0143] ”也 可 在 本 公开 内 容 所 提供 的 表达 构建 体 中 使 用 特异 性 起 始 信 号 以 有 效 翻 译 编码 
序列 .这 些 信 号 包括 ATG 起 始 密码 子 或 相 邻 序列 .可 能 需要 提供 外 源 翻 译 控制 信号 ,包括 ATG 
起 始 密码 子 。 本 领域 普通 技术 人 员 将 能 够 容易 地 确定 这 一 点 并 提供 所 需 信 号 。 众 所 周知 ,起 
始 密 码 子 必须 与 所 需 编码 序列 的 阅读 框 “ 同 框 ”, 以 确保 整个 插入 片段 的 翻译 。 外 源 翻 译 控 
制 信 号 和 起 始 密 码 子 可 以 是 天 然 的 或 合成 的 ,通过 包含 合适 的 转录 增强 子 元 件 可 提高 表达 
[0144] ”在 某 些 实施 方案 中 ,使 用 内 部 核糖 体 进入 位 点 (IRES) 元 件 产生 多 基因 或 多 顺 反 子 
信息 。IRES 元 件 能 够 绕 过 5’ 甲 基 化 帽 依赖 性 翻译 的 核糖 体 扫描 模式 ,并 在 内 部 位 点 开始 翻 
译 (Pelletier 和 Sonenberg,1988) .已 经 描述 了 来 自 小 RNA 病 毒 家 族 的 两 个 成 员 ( 关 髓 灰质 
炎 和 脑 心 肌 炎 ) 的 IRES 元 件 (Pelletier 和 Sonenberg,1988) ,以 及 来 自 哺乳 动物 信息 的 IRES 
元 件 Macejak 和 Sarnow,1991) 。 可 将 IRES 元 件 连 接 到 异 源 开放 阅读 框 ,可 将 多 个 开放 阅读 
框 转录 在 一 起 ,每 个 都 由 一 个 IRES 隔 开 , 从 而 产生 多 顺 反 子 信 息 。 借 助 于 IRES 元 件 , 每 个 开 
放 阅 读 框 都 可 接近 核糖 体 进行 有 效 翻译 。 使 用 单个 启动 子 /增强 子 来 转录 单个 信息 能 够 有 
效 地 表达 多 个 基因 (参见 美国 专利 号 5,925,565 和 5,935,819, 各 自 都 通过 引用 并 入 本 文 ) 。 
[0145] “另外 ,可 使 用 某 些 2A 序 列 元 件 在 本 公开 所 提供 的 构建 体 中 产生 编程 基因 的 连锁 表 
达 或 共 表达 。 例 如 ,通过 连接 开放 阅读 框 形成 单 顺 反 子 ,切割 序列 就 可 用 于 共 表 达 基 因 .。 示 
例 性 的 切割 序列 是 F2A (口蹄疫 病毒 2A) 或 "2A 样 "序列 (例如 , 明 脉 遍 刺 蛾 病毒 (Thosea 
asigna virus) 2A;T2A) (Minskaia 和 Ryan,2013) 。 在 特定 的 实施 方案 中 ,使 用 F2A 切 割 肽 来 
连接 多 谱系 构建 体 中 基因 的 表达 。 

[0146] “qd. 复 制 起 始点 

[0147] ”为 使 载体 在 宿主 细胞 中 增殖 , 它 可 包含 一 个 或 多 个 复制 位 点 起 始点 (通常 称 为 
“ori”) ,例如 对 应 于 上 述 EBV 的 oriP 或 者 在 编程 中 具有 相似 或 增强 功能 的 遗传 改造 的 oriP 
的 核酸 序列 , 它 是 复制 起 始 处 的 特异 性 核酸 序列 。 备 选 地 ,可 采用 如 上 所 述 的 其 他 染色 体外 
复制 病毒 的 复制 起 始点 或 者 自主 复制 序列 (ARS) 。 

[0148]  e .选择 和 筛选 标志 物 

[0149] ”在 某 些 实施 方案 中 ,可 通过 在 表达 载体 中 包括 标志 物 来 在 体外 或 体内 鉴定 含有 核 
酸 构建 体 的 细胞 .此 类 标志 物 会 赋予 细胞 可 识别 的 改变 ,从 而 允许 容易 地 鉴定 含有 表达 载 
体 的 细胞 .通常 ,选择 标志 物 是 一 种 赋予 允许 选 择 的 特性 的 标志 物 。 正 选择 标志 物 是 其 中 存 
在 标志 物 允 许 其 选择 的 标志 物 ,而 负 选 择 标志 物 是 其 存在 阻止 其 选择 的 标志 物 。 正 选择 标 
志 物 的 一 个 例子 是 耐 药 性 标志 物 。 

[0150] ”通常 ,包含 药物 选择 标志 物 有 助 于 克隆 和 鉴定 转化 子 , 例 如 赋予 对 新 霉 素 、 虹 叭 堆 
素 、 潮 霉 素 .DHFR、GPT、 博 来 霉 素 (zeocin) 和 组 氨 醇 抗 性 的 基因 是 有 用 的 选择 标志 物 。 除 了 
赋予 表 型 以 允许 基于 条 件 的 实施 来 区 分 转化 子 的 标志 物 之 外 ,还 考虑 了 其 他 类 型 的 标志 
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物 ,包括 筛选 标志 物 ( 诸 如 GFP) ,其 基础 是 比 色 分 析 。 备 选 地 ,可 以 利用 筛选 酶 作为 负 选 择 标 
志 物 ,诸如 单纯 疱疹 病毒 胸 苷 激酶 (tk) 或 氢 寺 素 乙酰 转移 酶 (CAT) 。 本 领域 技术 人 员 也 会 知 
道 如 何 采 用 免疫 学 标志 物 , 可 能 结合 FACS 分 析 。 只 要 标志 物 能 够 与 编码 基因 产物 的 核酸 同 
时 表达 ,相信 所 使 用 的 标志 物 是 不 重要 的 .选择 和 筛选 标志 物 的 其 他 更 多 例子 是 本 领域 技 
术 人 员 众 所 周知 的 。 
[0151] ”III.iPSC 向 视网膜 色素 上 皮 细 胞 感光 器 或 感光 器 前 体 细胞 的 分 化 

[0152] ”A.RPE 分 化 

[0153] ”在 一 些 方面 ,在 本 文公 开 的 方法 中 从 iPSC 产 生 RPE 细 胞 ,视网膜 中 对 光 直 接 敏 感 的 
细胞 是 感光 器 细胞 ,感光 器 是 视网膜 外 部 的 感光 神经 元 ,其 可 以 是 杆 状 或 锥 状 的 ,在 光 转 导 
的 过 程 中 ,感光 器 细胞 将 由 角膜 和 晶状体 聚焦 的 入 射 光 能 转换 为 电信 和 号 ,然后 通过 视神经 
最 终 送 入 大 脑 。 兰 椎 动物 有 两 种 类 型 的 感光 器 细胞 ,包括 视 锥 细胞 和 视 杆 细胞 . 视 锥 细胞 适 
用 于 检测 细节 中 央 和 色彩 视觉 ,并 在 明亮 的 光线 下 正常 工作 。 视 杆 细 胞 负责 周边 和 昏暗 的 
光线 视觉 .来 自视 杆 细胞 和 视 锥 细胞 的 神经 信号 经 过 视网膜 的 其 他 神经 元 处 理 。 
[0154] ”视网膜 色素 上 皮 充 当 血 流 和 视网膜 之 间 的 屏障 并 且 在 维持 视觉 功能 中 与 感光 器 
紧密 相互 作用 。 视 网 膜 色素 上 皮 细 胞 由 单 层 六 角形 细胞 (其 由 吸收 到 达 视 网 膜 的 光 能 的 黑 
色素 颗粒 紧密 堆 麦 ) 组 成 。 特 化 的 RPE 细 胞 的 主要 功能 包括 :将 营养 物质 (如 葡萄 糖 、 视 黄 醇 
和 脂肪 酸 ) 从 血液 转运 至 感光 器 ;水 、 代 谢 终 产 物 和 离子 从 视网膜 下 腔 转运 到 血液 ;吸收 光 
线 并 防止 光 氧 化 ;全 反 式 视 黄 醇 重新 异 构 化 为 11- 顺 式 - 视 黄 醋 ;脱落 感光 器 (shed 
photoreceptor) 膜 的 吞噬 作用 ;和 为 视网膜 的 结构 完整 性 分 泌 各 种 必需 因子 。 

[0155] ”视网膜 色素 上 皮 表 达标 志 物 ,诸如 细胞 视 黄 醛 结合 蛋白 (CRALBP) 、RPE65、 贝 斯 特 
卵黄 状 黄斑 营养 不 良 基因 (VMD2) 和 色素 上 皮 和 衍生 因子 (PEDF) 。 视 网 膜 色 素 上 皮 功 能 障碍 与 
许多 改变 视力 的 病症 有 关 ,诸如 视网膜 色素 上 皮 脱 离 、 发 育 异常 萎缩、 视网膜 病 、 视 网 膜 色 
素 变性 、 黄 斑 营养 不 良 或 变性 ,包括 年 龄 相关 黄斑 变性 。 

[0156] ”视网膜 色素 上 皮 (RPE) 细胞 可 基于 其 色素 沉着 、 上 皮 形 态 和 顶端 -基底 极 性 来 表 
征 。 分 化 的 RPE 细 胞 可 以 通过 它们 的 鹅卵石 形态 和 色素 的 初始 外 观 被 视觉 识别 ,另外 ,分 化 
的 RPE 细 胞 具有 穿 过 单 层 的 跨 上 皮 电 阻 /TER 和 跨 上 皮 电 位 /TEP (TER>100 8 .cm2;TEP>2mV) ， 
从 顶端 到 基底 侧 输 送 流 体 和 C0,, 和 调节 细胞 因子 的 极 化 分 泌 。 

[0157] ” RPE 细胞 表达 几 种 蛋白 质 , 其 可 以 用 作 标 志 物 用 于 通过 使 用 诸如 免疫 细胞 化 学 、 
Western 印 迹 分 析 、 流 式 细 胞 术 和 酶 联 免 疫 测 定 (ELISA) 的 方法 进行 检测 ,例如 ,RPE 特 异性 
标志 物 可 包括 :细胞 视 黄 醛 结合 蛋白 (CRALBP) ,小 眼 相 关 转 录 因 子 (MITF) , 酷 氨 酸 酶 相关 蛋 
白 1(TYRP-1) ,视网膜 色素 上 皮特 异性 65kDa 蛋 白 (RPE65) ,前 黑 素 体 蛋 白 (PMEL17) , 斑 蓉 蛋 
白 1 (BEST1) 和 c-mer 原 瘤 基 因 酷 氨 酸 激酶 (MERTK) ,RPE 细 胞 不 表达 (在 任何 可 检测 的 水 平 
上 ) 胚胎 干细胞 标志 物 0ct-4、nanog 或 Rex-1。 具 体 而 言 , 当 通 过 定量 RT-PCR 评 佑 时 ,这 些 基 
因 在 RPE 细 胞 中 的 表达 比 在 ES 细胞 或 iPSC 细 胞 中 的 表达 低 约 100-1000 倍 。 

[0158] “可 以 例如 通过 逆转 录 酶 聚合 酶 链 式 反应 (RT-PCR) 、Northern 印 迹 分 析 或 点 印迹 杂 
交 分 析 在 标准 扩 增 方法 中 使 用 序列 特异 性 引物 利用 公共 可 用 的 序列 数据 (GENBANK®@) 
在 mRNA 水 平 上 检测 RPE 细 胞 标志 物 。 如 果 和 蛋白 质 或 mRNA 水 平 为 对 照 细 胞 如 未 分 化 的 多 能 
细胞 或 其 他 不 相关 细胞 类 型 的 至 少 或 约 2 倍 、3 倍 、4 倍 、5 倍 、6 倍 、7 倍 、8 倍 或 9 倍 ,并 且 更 特别 
地 高 于 10 倍 、20 倍 、30 倍 、40 倍 、50 倍 或 更 高 , 则 在 蛋白质 或 mRNA 水 平 上 检测 到 的 组 织 特异 性 


20 


CN 116033912 A 说 明 书 17/41 页 


标志 物 的 表达 被 认为 是 阳性 的 。 

[0159] 。RPE 细 胞 的 功能 障碍 、 损 伤 和 丧失 是 许多 眼病 和 病症 的 因素 ,所 述 眼病 和 病症 包括 
年 龄 相关 黄斑 变性 (AMD) 、 遗 传 性 黄斑 变性 (包括 卵黄 状 黄斑 变性 Stargardt 病 和 无 脉络 膜 
证、 以 及 遗传 性 视网膜 疾病 的 其 他 形式 ) 以 及 获得 性 视网膜 功能 障碍 .疾病 和 损伤 ,包括 不 
限于 RPE 撕 裂 / 裂 孔 , 对 这 些 疾病 的 潜在 治疗 是 将 RPE 细 胞 移植 到 需要 这 种 治疗 的 人 的 视 网 
膜 中 。 据 推测 ,通过 移植 补充 RPE 细 胞 可 以 延迟 .阻止 或 道 转 退 化 ,改善 视网膜 功能 并 防止 由 
此 类 病 况 引起 的 失明 。 然 而 ,直接 从 人 供 体 和 胚胎 获得 RPE 细 胞 是 一 个 挑战 。 

[0160] ”2. 从 PSC 的 胚 状 体 衍生 RPE 细 胞 
[0161] ”使 用 众所周知 的 重 编程 因子 重 编程 的 iPSC 可 产生 神经 元 谱系 的 眼 细胞 ,包括 RPE 
细胞 (Hirami 等 人 ,2009) 。 以 引用 的 方式 整体 并 入 本 文 的 PCT 公 开 号 2014/121077 公 开 了 这 
样 的 方法 ,其 中 用 Wnt 和 Nodal 持 抗 剂 在 悬浮 培养 中 处 理由 iPSC 产 生 的 豚 状 体 (EB) 以 诱导 视 
网 膜 祖 细胞 标志 物 的 表达 。 该 公开 物 公 开 了 其 中 通过 将 iPSC 的 EB 分 化 成 高 度 富 集 RPE 细 胞 
的 培养 物 的 过 程 来 从 iPSC 和 衍生 RPE 细 胞 的 方法 。 例 如 ,通过 添加 rho 相 关 的 卷曲 螺旋 激酶 
(ROCK) 抑制 剂 从 iPSC 产 生 胚 状 体 并 在 包含 两 种 WNT 通 路 抑制 剂 和 Nodal 通 路 抑制 剂 的 第 一 
培养 基 中 培养 .此 外 ,将 印 铺 板 在 第 二 培养 基 中 的 MATRIGEL“ 涂 布 的 组 织 培养 物 上 ,所 述 第 
二 培养 基 不 包含 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 (bFGF) ,包含 Nodal 通 路 抑制 剂 ,包含 约 20ng 至 约 
90ng 的 头 和 蛋白 ,并且 包 含 约 1 至 约 5% 的 散 除 血清 替代 物 以 形成 分 化 的 RPE 细 胞 .分 化 的 RPE 
细胞 在 包含 ACTIVIN 和 WNT3a 的 第 三 培养 基 中 培养 。 然 后 将 RPE 细 胞 在 包含 约 5% 胎 牛 血清 、 
典型 WNT 抑 制剂 .非典 型 WNT 抑 制剂 以 及 Sonic Hedgehog 和 FGF 通 路 抑制 剂 的 RPE 培 养 基 中 培 
养 以 产生 人 RPE 细 胞 。 

[0162] ”使 用 EB 来 产生 分 化 的 细胞 类 型 存在 几 个 缺点 ,例如 , 随 效率 变化 以 及 EB 的 尺寸 或 
形态 变化 ,从 iPSC 产 生 BB 是 不 一 致 且 不 可 重复 的 过 程 ,本 公开 内 容 提供 了 独立 于 EB 的 允许 
大 规模 产生 临床 研究 或 治疗 应 用 所 需 的 iPSC- 或 ES- 衍 生 细胞 的 方法 。 
[0163] “3. 从 基本 上 单 细 胞 PSC 衍 生 RPE 细 胞 

[0164] ”在 一 些 实施 方案 中 ,提供 了 从 多 能 干细胞 (PSC) 如 入 iPSC 的 基本 上 单 细胞 的 悬浮 
液 产生 RPE 细 胞 的 方法 。 在 一 些 实施 方案 中 ,将 PSC 培 养 至 汇合 前 以 防止 任何 细胞 聚集 体 。 在 
某 些 方面 ,通过 与 如 TRYPSIN 或 TRYPLE" 例 示 的 细胞 解 离 酶 旷 育 来 解 离 PSC。 通 过 移 液 也 可 将 
PSC 解 离 成 基本 上 单 细 胞 的 悬浮 液 。 男 外 ,可 以 将 Blebbistatin (例如 约 2.5nW 加 入 培养 基 
中 以 在 解 离 成 单 细胞 后 增加 PSC 存 活 ,同时 细胞 不 粘 附 于 培养 容器 。 替 代 Blebbistatin 的 
ROCK 抑制 剂 可 以 备 选 地 用 于 在 解 离 成 单 细 胞 后 增加 PSC 存 活 。 

[0165] “一旦 获得 了 PSC 的 单 细胞 悬 液 ,通常 将 细胞 接种 在 合适 的 培养 容器 中 ,诸如 组 织 培 
养 板 ,诸如 培养 瓶 ,6 孔 、24 孔 或 96 孔 板 。 用 于 培养 细胞 的 培养 容器 可 以 包括 但 不 特别 限于 : 
培养 瓶 ,用 于 组 织 培养 的 培养 瓶 ,培养 上 L, 皮 氏 培 养 呈 ,用 于 组 织 培养 的 表 , 多 三 (multi 
dish) ,微量 平板 , 微 孔 板 , 多 板 (multi plate) ,多 孔 板 ,微型 载 玻 片 , 腔 室 载 玻 片 , 管 ,托盘 ， 
CELLSTACK@ 腔 室 ,培养 袋 和 滚 瓶 , 只 要 其 能 够 培养 其 中 的 干细胞 即 可 。 取 决 于 培养 的 
需要 ,细胞 可 以 以 至 少 或 约 0.2m1、0.5ml、lml、2ml、5ml、l0ml、20ml、30ml、40ml、50ml、 
100m1、150m1、200ml1、250m1、300m1、350m1、400m1、450m1、500m1、550m1、600m1、800m1l、 
1000ml、1500ml 或 其 中 可 衍生 的 任何 范围 的 体积 培养 ,在 某 个 实施 方案 中 ,培养 容器 可 以 是 
生物 反应 器 ,其 可 以 指 文 持 生物 活性 环境 以 使 得 细胞 可 以 繁殖 的 任何 离 体 装置 或 系统 。 生 
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物 反应 器 的 体积 可 以 为 至 少 或 约 2 升 .4 升 \.5 升 .6 升 .8 升 .10 升 ,15 升 .20 升 .25 升 .50 升 、75 
升 .100 升 .150 升 .200 升 .500 升 1 立方 米 . 2 立方 米 、 4 立方 米 .6 立 方 米 .8 立 方 米 、.10 立 方 米 、 
15 立 方 米 或 其 中 可 衍生 的 任何 范围 。 
[0166] ”在 某 些 方面 ,PSC 诸 如 iPSC 以 适 于 有 效 分 化 的 细胞 密度 铺 板 .通常 ,细胞 以 约 1,000 
至 约 75,000 个 细胞 /cm2 ,诸如 约 5,000 至 约 40,000 个 细胞 /cm2 的 细胞 密度 铺 板 。 在 6 孔 板 中 ， 
细胞 可 以 以 每 孔 约 50,000 至 约 400 ,000 个 细胞 的 细胞 密度 接种 。 在 示例 性 方法 中 ,细胞 以 每 
孔 约 100,000、 约 150,000、 约 200,000、 约 250,000、 约 300,000 或 约 350 ,000 个 细胞 的 细胞 密 
度 接种 ,诸如 每 孔 约 200 ,000 个 细胞 。 
[0167] ”通常 将 PSC 诸 如 iPSC 培 养 在 用 一 种 或 多 种 细胞 粘 附 蛋白 包 被 的 培养 板 上 以 促进 细 
胞 粘 附 ,同时 维持 细胞 活力 。 例 如 ,优选 的 细胞 粘 附和 蛋白 包括 细胞 外 基质 和 蛋白 ,如 玻 连 蛋白 、 
层 粘 连 和 蛋白 、 胶 原 和 蛋白 和 /或 纤 连 蛋白 ,其 可 用 于 包 被 培养 表面 ,作为 为 多 能 细胞 生长 提供 
固体 支持 物 的 手段 ,术语 “细胞 外 基质 ”在 本 领域 中 是 公 知 的 , 它 的 组 分 包括 一 种 或 多 种 以 
下 蛋 日 硕 ; 纤 连 蛋白 , 层 粘 连 蛋 白 , 玻 连 和 蛋白 , 妥 生 蛋白 ,人 梨 蛋白 ,血小板 应 答 和 蛋白 ,弹性 蛋 
白 ,明胶 , 胶 原 和 蛋白 , 原 纤 蛋白 ,分 层 和 蛋白 , 锚 蛋 白 ,软骨 粘连 蛋白 ,连接 蛋白 , 骨 洗 蛋白 , 骨 和 镍 
是 表 连 蛋白 (epinectin) ,透明 质 粘连 蛋白 , 粗 纤维 调节 素 , 表 皮 整 联 配 体 蛋 
白 和 组 蛋白 (kalinin) 。 在 示例 性 方法 中 ,PSC 在 包 被 有 玻 连 蛋白 或 纤 连 蛋白 的 培养 板 上 生 
长 。 在 一 些 实施 方 案 中 ,细胞 粘 附 蛋白 是 人 和 蛋白质 。 
[0168] ”细胞 外 基质 (ECM) 蛋白 可 以 是 天 然 来 源 的 并 且 从 人 或 动物 组 织 纯 化 , 备 选 地 ,ECM 
蛋白 可 以 是 遗传 改造 的 重组 蛋白 或 天 然 合成 的 .ECM 蛋 白 可 以 是 完整 的 蛋白 质 或 以 天 然 或 
工程 化 的 肽 片段 的 形式 。 可 用 于 细胞 塔 养 基质 的 ECM 乍 和 白 的 实例 包括 层 粘连 蛋白 、 胶 原 和 蛋白 
[胶原 IV、 纤 连 和 蛋白 和 玻 连 蛋白 。 在 一 些 实施 方案 中 , 基质 组 合 物 包 含 合成 产生 的 纤 连 和 蛋 
或 重组 纤 连 蛋白 的 肽 片段 。 在 一 些 实施 方案 中 ,基质 组 合 物 是 无 外 源 物 质 的 。 例 如 ,在 用 于 
培养 人 细胞 的 无 外 源 物质 基质 中 ,可 以 使 用 人 源 的 基质 组 分 ,其 中 可 以 排除 任何 非 人 动物 
组 分 。 
[0169] ”在 一 些 方面 ,基质 组 合 物 中 的 总 蛋白 质 浓 度 可 以 是 约 lng/mE 至 约 lmg/mL。 在 一 些 
优选 的 实施 方案 中 ,基质 组 合 物 中 的 总 蛋白 质 浓 度 为 约 1ng/mL 至 约 300ng/mL。 在 更 优选 的 
实施 方案 中 ,基质 组 合 物 中 的 总 蛋白 质 浓度 为 约 50g/mL 至 约 200ng/mL。 
[0170] ”诸如 RPE 细 胞 或 PSC 的 细胞 可 以 与 支持 每 种 特定 细胞 群体 生长 所 必需 的 营养 素 一 
起 培养 。 通 常 ,细胞 在 包括 碳 源 、 毛 源 和 用 于 保持 pH 的 缓冲 液 的 生长 培养 基 中 培养 ,培养 基 
还 可 以 含有 脂肪 酸 或 脂 质 、 氨 基 酸 (如 非 必需 氨基 酸 ) ” 生长 因子 、 细 胞 因子 、 抗 氧化 
物质 .丙酮 酸 、 绥 冲剂 和 无 机 盐 。 示 例 性 的 生长 培养 基 包 含 最 小 必需 培养 基 , 例 ee 
改良 Eagle 培养 基 (DMEM) 或 ESSENTIAL 8 (E8, 培 养 基 ， 相让 四 养 素 (诸如 非 必需 
基 酸 和 维生素 ) 以 增强 干细胞 生长 。 最 小 基本 培养 基 的 实例 包括 但 不 限于 最 小 尼 AS 
Eagle (MEM) 、a 培 养 基 、Dulbecco 改 良 Bagle 培 养 基 (DMEM) RPMI-1640 培 养 基 、199 培 养 基 和 
F12 培 养 基 。 另 外 ,最 小 必需 培养 基 可 补充 添加 剂 ,如 马 、 小 牛 或 胎 牛 血清 。 备 选 地 ,培养 基 可 
以 不 合 血 清 ,. 在 其 他 情况 下 ,生长 培养 基 可 以 含有 “ 敲 除 血清 奉 代 物 ” ,在 本 文中 是 指 经 过 优 
化 以 在 培养 物 中 生长 和 维持 未 分 化 细胞 诸如 干细胞 的 无 血清 制剂 .例如 ,在 美国 专利 申请 
号 2002/0076747 中 公开 了 KNOCKOUT 血清 替代 物 , 该 申请 通过 引用 并 入 本 文 。 优 选 地 ,PSC 在 
完全 成 分 限定 的 和 无 饲养 层 的 培养 基 中 培养 。 
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[0171] ”因此 , 单 细胞 PSC 通 常 在 铺 板 后 在 完全 成 分 限定 的 培养 基 中 培养 ,在 某 些 方面 , 接 
种 后 约 18-24 小 时 ,吸出 培养 基 并 将 新 鲜 培养 基 如 E8™" 培 养 基 加 入 到 培养 物 中 ,在 菜 些 方面 ， 
将 单 细胞 PSC 在 完全 成 分 限定 的 培养 基 中 铺 板 后 培养 约 1 天 、2 天 或 3 天 。 优 选 地 ,在 进行 分 化 
过 程 之 前 ,将 单 细胞 PSC 在 完全 成 分 限定 的 培养 基 中 培养 约 2 天 。 

[0172] ”在 一 些 实施 方案 中 ,培养 基 可 以 含有 或 可 以 不 含有 血清 的 任何 替代 物 。 血 清 的 蔡 
代 物 可 以 包括 适当 含有 白 蛋 白 的 材料 ' 诸 如 富 含 脂 质 的 白 和 蛋白 ` 白 重 白 替代 物 如 重组 白 蛋 
白 、 植 物 淀粉 、 葡 聚 糖 和 蛋白质 水 解 物 ) 、 转 铁 蛋 白 (或 其 他 铁 转 运 蛋 白 ) 脂肪 酸 、 胰 岛 素 、 胶 
原 前 体 、 微 量 元 素 、2- 琉 基 乙 醇 、1 - 令 代 甘油 或 其 等 同 物 .例如 ,血清 的 替代 物 可 以 通过 国 
际 公开 号 WO 98/30679 中 公开 的 方法 制备 。 备 选 地 ,可 以 更 方便 地 使 用 任何 市 售 材料 .市 售 
材料 包括 KNOCKOUT 血清 蔡 代 物 (KSR) 、 化 学 成 分 限定 的 浓缩 脂 质 (Gibco) 和 GLUTAMAX 
(Gibco) 。 

[0173] ”其 他 培养 条 件 可 以 被 适当 地 限定 。 例 如 ,培养 温度 可 以 是 约 30 至 40'C ,例如 至 少 或 
约 31、32、33、34、35、36、37、38、39'C ,但 是 不 特定 地 限制 于 此 ,在 一 个 实施 方案 中 ,细胞 在 37 
培养 ,C0, 浓 度 可 以 是 约 1 至 10% ,例如 约 2 至 5% ,或 者 其 中 可 衍生 的 任何 范围 。 氧 张力 可 
以 是 至 少 , 至 多 ,或 约 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、20% 或 其 中 可 衍生 的 任何 范围 。 

[0174] 4. 分 化 培养 基 
[0175] ”视网膜 诱导 培养 基 
[0176] ”在 单 细胞 PSC 粘 附 于 培养 板 之 后 ,优选 将 细胞 在 视网膜 诱导 培养 基 中 培养 以 开始 
分 化 为 视网膜 谱系 细胞 的 过 程 。 视 网 膜 诱导 培养 基 (RIMW 包含 WNT 通 路 抑制 剂 并 可 导致 PSC 
向 视网膜 谱系 细胞 分 化 。RIM 另 外 包含 TGFB 通 路 抑制 剂 和 BMP 通路 抑制 剂 。 

[0177] RIM 可 以 包括 约 1:1 比 例 的 DMEM 和 Fl12。 在 示例 性 方法 中 ,RIM 中 包含 WNT 通 路 抑制 
剂 , 如 CKI-7, 包 含 BMP 通 路 抑制 剂 ,如 LDN193189 ,并 包含 TGFB 通 路 抑制 剂 ,如 SB431542 。 例 
如 ,RIM 包 含 约 5nM 至 约 50nM, 诸 如 约 10nM 的 LDN193189, 约 0.1nM 至 约 50M (诸如 约 0.5nM) 的 
CKI-7 和 约 0.5vM 至 约 10nM( 诸 如约 1nMW 的 SB431542。 另 外 ,RIM 可 包含 : 敲 除 血 清 替 代 物 , 诸 
如 约 1% 至 约 5% 的 MEM 非 必需 氨基 酸 (NEAA) ,丙酮 酸 钠 ,N-2 补 充 剂 ,B-27 补 充 剂 ,抗坏血酸 
和 胰岛 素 生 长 因子 1 (IGF1) ,优选 地 ,IGF1 是 无 动物 IGF1 (AF-IGF1) 并且 以 约 0.1ng/mmL 至 约 
10ng/mL (诸如 约 1ng/mL) 包含 在 RIM 中 ,培养 基 诸 如 每 天 吸出 ,并 换 上 新 鲜 的 RIM。 通 常 将 细 
胞 在 RIM 中 培养 约 1 至 约 5 天 ,诸如 约 1、2、3、4 或 5 天 ,诸如 约 2 天 以 产生 视网膜 谱系 细胞 。 
[0178] ”视网膜 分 化 培养 基 
[0179] 然后 可 以 在 视网膜 分 化 培养 基 (RDM) 中 培养 视网膜 谱系 细胞 以 进一步 分 化 ,RDM 包 
含 WNT 通 路 抑制 剂 .BMP 通 路 抑制 剂 .TGFB 通 路 抑制 剂 和 MEK 抑 制剂 。 在 一 个 实施 方案 中 ,RDM 
包含 WNT 通 路 抑制 剂 诸如 CKI-7,BMP 通 路 抑制 剂 诸如 LDN193189,TGFB 通 路 抑制 剂 诸如 
SB431542, 和 MEK 抑 制剂 诸如 PD0325901。 备 选 地 ,RDM 可 以 包含 WNT 通 路 抑制 剂 .BMP 通路 抑制 
剂 、.TGFB 通 路 抑制 剂 和 bFGF 抑制 剂 . 通 常 ,与 RIM 相 比 ,RDM 中 Wnt 通 路 抑制 剂 `. BMP 通路 抑制 剂 
和 TGFB 通 路 抑制 剂 的 浓度 更 高 ,诸如 为 RIM 中 浓度 的 约 9 至 约 11 倍 ,诸如 约 10 倍 ,在 示例 性 方 
法 中 ,RDM 包 含 约 50nM 至 约 200nM, 诸 如 约 100nM 的 LDN193189, 约 1nM 至 约 10nM, 诸 如 约 5nM 的 
CKI-7, 约 1nM 至 约 50nM, 诸 如 约 10nM 的 SB431542, 和约 0.1nM 至 约 10nM, 诸 如 约 12M,2nM, 3nM， 
4uM,5uM,6uM,7uM,8uM 或 9uM 的 PD0325901 。 

[0180] “通常 ,RDM 包 含 约 1:1 比 例 的 DMEM 和 F12、 敲 除 血清 替代 物 (例如 约 1% 至 约 5% ,诸如 
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约 1.5%) MEM NEAA、 丙 酮 酸 钠 、N-2 补 充 剂 .B-27 补 充 剂 、 抗 坏 血 酸 和 IGF1 (例如 , 约 1ng/mL 
至 约 50ng/mL ,如 约 10ng/mL) ,在 特定 的 方法 中 ,吸出 前 一 天 的 培养 基 后 每 天 给 予 细胞 新 鲜 
的 RDM。 通 常 ,将 细胞 在 RDM 中 培养 约 2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15 或 16 天 ,诸如 约 7 
天 以 衍生 分 化 的 视网膜 细胞 。 

[0181] ”视网膜 培养 基 
[0182] 接 下 来 ,通过 在 视网膜 培养 基 (RW 中 培养 细胞 ,可 以 进一步 使 分 化 的 视网膜 细胞 
分 化 。 视 网 膜 培 养 基 包含 激活 素 A 并 且 可 以 另外 包含 烟 酰 胺 .RM 可 包含 约 50 至 约 200ng/mL， 
诸如 约 100ng/ 吧 的 激活 素 A 和 约 lmM 至 约 50mM, 诸 如 约 10mM 的 烟 酰 胺 。 备 选 地 ,RM 可 以 包含 其 
它 TGF-B 通 路 活化 剂 ,诸如 GDF1 和 /或 WNT 通 路 活化 剂 ,诸如 CHIR99021、WAY-316606、IQ1、 
QS11、SB-216763、BI0(6- 省 靛 玉 红 -3 -有 ) 或 2- 氮 基 -4- [3 ,4- ( 亚 甲 二 氧 基 ) 葵 基 - 氮 基 ] -6- 
(3- 甲 氧 基 莱 基 ) 喀 啶 。 备 选 地 ,RM 可 以 另外 包含 WNT3a。 

[0183] ”RM 可 包含 约 1:1 比 例 的 DMEM 和 F12、 约 1% 至 约 5% 诸 如 约 1.5% 的 敲 除 血清 蔡 代 物 、 
MEM 非 必需 氨基 酸 (NEAA) 、 丙 酮 酸 钠 、N-2 补 充 剂 .B-27 补 充 剂 和 抗坏血酸 。 培 养 基 可 以 以 室 
温 RM 每 天 更 换 ,通常 将 细胞 在 RM 中 培养 约 8、9、10、11、12、13、14、15、16 或 17 天 ,如 约 10 天 以 
衍生 分 化 的 RPE 细 胞 。 
[0184] ”RPE 成 熟 培 养 基 
[0185] ”为 了 进一步 分 化 RPE 细 胞 ,优选 将 细胞 在 RPE 成 熟 培 养 基 (RPE-MMW 中 培养 。 示 例 性 
RPE-MM 培 养 基 显 示 于 表 3 中 ,RPE 成 熟 培养 基 可 包含 约 100ng/mL 至 约 300ng/tqL 诸 如 约 250ng/ 
LL 牛 磺 酸 、 约 10ngL 至 约 30ng/L 诸 如 约 20ng/L 的 毛 化 可 的 松 和 约 0.001ng/L 至 约 0.1ng/L 诸 
如 约 0.013ng/L 的 三 碘 甲 状 腺 氨 酸 。 此 外 ,RPE-MM 可 以 包含 MEMa、N-2 补 充 剂 .MEM 非 必需 氨基 
酸 (NEAA) 和 丙酮 酸 钠 以 及 胎 牛 血清 (或 KnockOutTM 血 清 蔡 代 物 ) (例如 , 约 0.5% 至 约 10%， 
诸如 约 1% 至 约 5%) 。 培 养 基 可 以 每 隔 一 天 使 用 室温 RPE-WMM 更 换 。 通 常 将 细胞 在 RPE-MM 中 培 
养 约 5 至 约 10 天 ,如约 5 天 。 然 后 可 以 将 细胞 诸如 用 细胞 解 离 酶 解 离 , 再 接种 并 且 培 养 另外 的 
时 间 段 ,诸如 另外 约 5 至 约 30 天 ,诸如 约 15 至 20 天 ,以 进一步 分 化 成 RPE 细 胞 ,在 进一步 的 实 
施 方案 中 ,RPE-MM 不 包括 WNT 通 路 抑制 剂 .RPE 细 胞 可 以 在 此 阶段 冷冻 保存 。 

[0186] ”b.RPE 细 胞 的 成 熟 

[0187] ”然后 可 以 在 RPE-MM 中 培养 RPE 细 胞 持续 一 段 时 间 以 使 其 成 熟 。 在 一 些 实施 方案 中 ， 
使 RPE 细 胞 在 孔 中 生长 ,诸如 培养 瓶 ,多 层 培 养 瓶 ,6 和 孔 。12 孔 ,24 孔 或 10cm 平 板 。 可 以 将 RPE 细 
胞 维持 在 RPE 培 养 基 中 约 4 至 约 10 周 ,诸如 约 6 至 8 周 ,诸如 6、7 或 8 周 。 在 用 于 RPE 细 胞 的 持续 
成 熟 的 示例 性 方法 中 ,细胞 可 以 在 细胞 解 离 酶 诸如 TRYPLE™ 中 解 离 ,并 且 在 可 降解 的 支架 组 
件 上 诸如 在 专用 SNAPWELL™ 设 计 中 在 RPE-MM 中 重新 接种 约 1 至 10 周 ,诸如 约 5 周 。RPE-MM 可 以 
包含 bFGF 抑制 剂 或 MEK 抑 制剂 。 在 PCT 公 开 号 W02014/121077 中 教导 并 描述 了 用 于 在 可 降解 
支架 上 培养 RPE 细 胞 的 方法 ,其 通过 引用 整体 并 入 本 文 , 简 而 言 之 ,此 方法 的 主要 部 件 是 
CORNING® COSTAR®@SNAPWELL" 板 、 生 物 惰性 的 0- 环 和 生物 可 降解 支架 ,SNAPWELL™ 
板 为 生物 可 降解 文 架 提供 结构 和 平台 。 形 成 项 侧 和 基底 侧 的 微 孔 膜 非 常理 想 用 于 为 文 架 提 
供 支 撑 , 并 隔离 细胞 的 极 化 层 的 不 同 侧面 。SNAPWELLZ 插 入 物 分 离 膜 的 能 力 允 许 将 插入 物 的 
支撑 环 用 作 支架 的 锚 。 所 得 的 分 化 的 、 极 化 的 和 汇合 的 功能 性 RPE 细 胞 单 层 可 在 此 阶段 冷冻 
保存 (例如 ,在 无 外 源 物质 的 CS10 培 养 基 中 ) 
[0188] ”在 一 些 实施 方案 中 ,可 通过 在 具有 促进 RPE 成 熟 的 其 他 化 学 物质 或 小 分 子 的 RPE- 
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MM 中 继续 培养 ,将 成 熟 RPE 细 胞 进一步 发 育成 功能 性 RPE 细 胞 单 层 , 其 表现 为 完整 RPE 组 织 。 
例如 ,这 些小 分 子 是 初级 纤毛 诱导 剂 ,如 前 列 腺 素 E2 (PGE2) 或 阿 非 迪 霉 素 .PGE2 可 以 以 约 25 
pM 至 约 250pM, 诸 如 约 50nM 至 约 1000M 的 浓度 添加 至 培养 基 。 备 选 地 ,RPE-MM 可 以 包含 典型 
WNT 通 路 抑制 剂 .示例 性 的 典型 WNT 通 路 抑制 剂 是 N- (6- 甲 基 -2- 茶 并 噬 唑 基 ) -2-[ (3,4,6,7- 
四 所 -4- 氧 代 -3- 验 基 噬 吟 并 [3 ,2-dj 喀 啶 -2- 基 ) 硫 基 ] 乙 酰胺 (IWP2) 或 4- (1,3,3a,4,7,7a- 
六 氢 -1,3- 二 氧 代 -4,7- 亚 甲 基 -2H- 异 呵 吹 -2- 基 ) -N-8- 唑 啉 基 - 葵 甲 酰胺 (endo-IWR1) 。 细 
胞 可 以 在 该 培养 基 中 再 培养 一 段 时 间 ,诸如 另外 约 1 周至 约 5 周 , 如 另外 约 2 至 4 周 , 以 获得 成 
熟 和 功能 性 RPE 细 胞 单 层 .因此 ,本文 公开 的 方法 从 多 能 细胞 的 单 细 胞 悬浮 液 提供 成 熟 的 
RPE 细 胞 ,其 可 以 一 致 地 大 规模 再 生产 以 用 于 临床 应 用 。 

[0189] ”B. 感 光 器 细胞 

[0190] “在 一 些 实施 方案 中 ,在 本 文公 开 的 方法 中 产生 PR 或 PRP。 视 网 膜 中 对 光 直 接 敏 感 的 
细胞 是 感光 器 细胞 .感光 器 是 视网膜 外 部 的 感光 神经 元 ,其 可 以 是 视 杆 细胞 或 视 锥 细胞 .在 
光 转 导 的 过 程 中 ,感光 器 细胞 将 由 角膜 和 晶状体 聚焦 的 入 射 光 能 转换 为 电信 和 号 ,然后 通过 
视神经 最 终 送 入 大 脑 . 痊 椎 动物 有 两 种 类 型 的 感光 器 细胞 ,包括 视 锥 细胞 和 视 杆 细 胞 。 视 锥 
细胞 适用 于 检测 细节 、 中 央 和 色彩 视觉 ,并 在 明亮 的 光线 下 正常 工作 。 视 杆 细胞 负责 周边 和 
昏暗 的 光线 视觉 ,来 自视 杆 细胞 和 视 锥 细胞 的 神经 信号 经 过 视网膜 的 其 他 神经 元 处 理 。 
[0191] ”感光 器 可 以 表达 标志 物 , 诸 如 0TX2、CRX、PRDM1 (BLIMP1) 、NEUROD1 、RCVRN、TUBB3 和 
L1CAM (CD171) ,感光 器 表达 几 种 蛋白 质 ,其 可 以 用 作 标 志 物 用 于 通过 使 用 诸如 免疫 细胞 化 
学 、Western 印 迹 分 析 、 流 式 细 胞 术 和 酶 联 免 疫 测 定 (ELISA) 的 方法 进行 检测 ,例如 ,一 个 特 
征 性 PRP 标 志 物 为 RCVRN。PRP 细 胞 可 以 不 表达 (在 任何 可 检测 的 水 平 上 ) 且 胎 干细胞 标志 物 
0CT-4、NANOG 或 REX-1。 具 体 而 言 , 当 通 过 定量 RT-PCR 评 估 时 ,这 些 基 因 在 PR/PRP 细 胞 中 的 表 
达 比 在 ES 细胞 或 iPSC 细 胞 中 的 表达 低 约 100-1000 倍 。 

[0192] “可 以 例如 通过 逆转 录 酶 聚合 酶 链 式 反应 (RT-PCR) 、Northern 印 迹 分 析 、 微 阵列 或 
RNA- 测 序 ,包括 单 细 胞 RNA 点 印迹 杂交 分 析 ,在 标准 扩 增 方法 中 使 用 序列 特异 性 引物 利用 公 
共 可 用 的 序列 数据 (GENBANK®@) 在 mRNA 水 平 上 检测 感光 器 细胞 标志 物 。 如 果 和 蛋白 质 或 
mRNA 水 平 为 对 照 细胞 如 未 分 化 的 多 能 干细胞 或 其 他 不 相关 细胞 类 型 的 至 少 或 约 2 倍 、3 倍 、4 
倍 、5 倍 .6 倍 .7 倍 .8 倍 或 9 倍 ,并且 更 特别 地 高 于 10 倍 ,20 倍 .30 倍 ,40 倍 .50 倍 或 更 高 , 则 在 蛋 
白质 或 mRNA 水 平 上 检测 到 的 组 织 特异 性 标志 物 的 表达 被 认为 是 阳性 的 。 

[0193] ”感光 器 细胞 的 功能 障碍 、 损 伤 和 丧失 是 许多 眼病 和 病症 的 因素 ,所 述 眼 病 和 病症 
包括 年 龄 相关 黄斑 变性 (AMD) `. 遗 传 性 黄斑 变性 (包括 卵黄 状 黄斑 变性 ,Stargardt 病 和 无 肪 
络 膜 证、 视网膜 色素 变性 以 及 遗传 性 视网膜 疾病 的 其 他 形式 ) 以 及 获得 性 视网膜 功能 障碍 、 
疾病 和 损伤 .对 这 些 疾 病 的 潜在 治疗 是 将 PRP 或 感光 器 细胞 移植 到 需要 这 种 治疗 的 人 的 视 
网 膜 中 。 据 推测 ,通过 移植 补充 PRP 或 PR 可 以 延迟 .阻止 或 道 转 退 化 ,改善 视网膜 功能 并 防止 
日 此 类 病 况 引起 的 失明 。 然 而 ,直接 从 人 供 体 和 胚胎 获得 PRP 或 PR 是 一 个 挑战 。 

[0194] ”在 一 些 实施 方案 中 ,提供 了 从 PSC 如 人 ipPSC 的 基本 上 单 细 胞 的 悬浮 液 产生 PR/PRP 
细胞 的 方法 ,在 一 些 实施 方案 中 ,将 PSC 培 养 至 汇合 前 ,在 某 些 方面 ,通过 与 如 Versene、 胰 和 蛋 
白 酶 .ACCUTASE "或 TRYPLE™ 例 示 的 细胞 解 离 溶液 或 酶 尹 育 来 解 离 PSC。 通 过 移 液 也 可 将 PSC 
解 离 成 基本 上 单 细 胞 的 悬浮 液 。 

[0195] ”另外 ,可 以 将 Blebbistatin (例如 约 2.5uM) 加 入 培养 基 中 以 在 解 离 成 单 细 胞 后 增 
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加 PSC 存 活 ,同时 细胞 不 粘 附 于 培养 容器 。 替 代 Blebbistatin 的 ROCK 抑制 剂 可 以 备 选 地 用 于 
在 解 离 成 单 细 胞 后 增加 PSC 存 活 。 
[0196] “一旦 获得 了 PSC 的 单 细胞 悬 液 ,通常 将 细胞 接种 在 合适 的 培养 容器 中 ,诸如 组 织 培 
养 板 ,诸如 培养 瓶 , 多 层 培养 瓶 ,6 孔 、.12 孔 、 24 孔 .96 孔 或 10cm 平 板 。 用 于 培养 细胞 的 培养 容 
器 可 以 包括 但 不 特别 地 限于 :培养 瓶 , 用 于 组 织 塔 养 的 培养 瓶 ,培养 下, 皮 氏 培 养 下 ,用 于 组 
织 培 养 的 下 ,多 亚 (multi dish) ,微量 平板 , 微 孔 板 ,多 板 (multi plate) ,多 孔 板 ,微型 载 玻 
片 , 腔 室 载 玻 片 , 管 ,托盘 ,CELLSTACK@@ 腔 室 ,培养 袋 和 滚 瓶 ,只 要 其 能 够 培养 其 中 的 
干细胞 即 可 。 取 决 于 培养 的 需要 ,细胞 可 以 以 至 少 或 约 0.2m1.0.5ml、lml、2ml、5ml、10ml、 
20m1、30ml、40ml1、50ml1、100ml1、150ml1、200m1、250m1、300m1、350m1、400ml1、450m1、500m1、 
550mn1、600m1、800m1、1000m1、1500ml1 或 其 中 可 衍生 的 任何 范围 的 体积 培养 。 在 某 个 实施 方 
案 中 ,培养 容器 可 以 是 生物 反应 器 ,其 可 以 指 文 持 生物 活性 环境 以 使 得 细胞 可 以 党 将 的 任 
何 离 体 装置 或 系统 .生物 反应 器 的 体积 可 以 为 至 少 或 约 2 升 4 升 .5 升 .6 升 .8 升 .10 升 .15 升 、 
20 升 .25 升 .50 升 .75 升 .100 升 .150 升 .200 升 .500 升 .1 立方 米 . 2 立方 米 .4 立方 米 .6 立方 米 .8 
立方 米 、10 立 方 米 .15 立 方 米 或 其 中 可 衍生 的 任何 范围 。 
[0197] “在 某 些 方面 ,PSC 诸 如 iPSC 以 适 于 有 效 分 化 的 细胞 密度 铺 板 .通常 ,细胞 以 约 1 ,000 
至 约 75,000 个 细胞 /cm2 ,诸如 约 5,000 至 约 40 ,000 个 细胞 /cm2 的 细胞 密度 铺 板 。 在 6 孔 板 中 ， 
细胞 可 以 以 每 孔 约 50,000 至 约 400 ,000 个 细胞 的 细胞 密度 接种 。 在 示例 性 方法 中 ,细胞 以 每 
孔 约 100,000、 约 150,000、 约 200,000、 约 250,000、 约 300,000 或 约 350 ,000 个 细胞 的 细胞 密 
度 接种 ,诸如 每 孔 约 50 ,000 个 细胞 。 
[0198] ”通常 将 PSC 诸 如 iPSC 培 养 在 用 一 种 或 多 种 细胞 粘 附 蛋白 包 被 的 培养 板 上 以 促进 细 
胞 粘 附 ,同时 维持 细胞 活力 。 例 如 ,优选 的 细胞 粘 附和 蛋白 包括 细胞 外 基质 和 蛋白 ,如 玻 连 蛋白 、 
层 粘 连 和 蛋白、 胶原 和 蛋白 和 /或 纤 连 蛋白 ,其 可 用 于 包 被 培养 表面 ,作为 为 多 能 细胞 生长 提供 
固体 支持 物 的 手段 .术语 "细胞 外 基质 (ECW ”在 本 领域 中 是 公 知 的 。 它 的 组 分 包括 ,但 不 限 
于 一 种 或 多 种 以 下 蛋白质: 纤 连 蛋白 , 层 粘 连 蛋 白 , 玻 连 和 蛋白 , 腿 生 蛋白 , 划 蛋 白 ,血小板 应 
答 和 蛋白 ,弹性 蛋白 , 明 股 , 股 原 蛋白 , 原 纤 蜡 白 ,分 层 和 蛋白 , 销 和 蛋白 ,软骨 粘连 蛋白 ,连接 蛋白， 
上 骨 注 蛋白 , 骨 和 钉 和 蛋白 , 骨 桥 蛋白 , 表 连 蛋白 ,透明 质 粘连 和 蛋白, 粗 纤维 调节 素 , 表 皮 整 联 配 体 
蛋白 和 组 蛋白。 其 他 ECM 组 分 可 以 包括 用 于 粘 附 的 合成 肽 (例如 ,RGD 或 IKVAV 基 序 ) 、 合 成 的 
水 凝 胶 ( 例 如 ,PEG、PLGA 等 ) 或 天 然 水 凝 胶 ,诸如 莲 酸 盐 。 在 示例 性 方法 中 ,PSC 在 包 被 有 玻 连 
蛋白 或 纤 连 蛋白 的 培养 板 上 生长 。 在 一 些 实施 方案 中 ,细胞 粘 附 和 蛋白 是 人 和 蛋白质 。 
[0199] ”细胞 外 基质 蛋白 可 以 是 天 然 来 源 的 并 且 从 人 或 动物 组 织 纯化 ,或 者 备 选 地 ,ECM 蛋 
白 可 以 是 遗传 改造 的 重组 蛋白 或 天 然 合 成 的 .ECM 蛋 白 可 以 是 完整 的 蛋白 质 或 以 天 然 或 工 
程 化 的 肽 片段 的 形式 。 可 用 于 细胞 培养 基质 的 ECM 蛋 白 的 实例 包括 层 粘 连 蛋 白 、 胶 原 蛋白 工 、 
胶原 IV、 纤 连 和 蛋白 和 玻 连 蛋白 。 在 一 些 实施 方案 中 ,基质 组 合 物 是 无 外 源 物质 的 .例如 ,在 用 
于 培养 人 细胞 的 无 外 源 物质 基质 中 ,可 以 使 用 人 源 的 基质 组 分 ,其 中 可 以 排除 任何 非 人 动 
物 组 分 。 
[0200] ”在 一 些 方面 ,基质 组 合 物 中 的 总 蛋白 质 浓度 可 以 是 约 1ng/ttlL 至 约 1mg/mL。 在 一 些 
优选 的 实施 方案 中 ,基质 组 合 物 中 的 总 蛋白 质 浓 度 为 约 1ng/tlL 至 约 300ng/mL, 在 更 优选 的 
实施 方案 中 ,基质 组 合 物 中 的 总 蛋白 质 浓 度 为 约 5ng/mL 至 约 200ng/mL。 
[0201] ”诸如 PR/PRP 细 胞 或 PSC 的 细胞 可 以 与 支持 每 种 特定 细胞 群体 生长 所 必需 的 营养 素 
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一 起 培养 ,通常 ,细胞 在 包括 矶 源 、 氨 源 和 用 于 保持 pH 的 缓冲 液 的 生长 培养 基 中 培养 ,培养 
基 还 可 以 含有 脂肪 酸 或 脂 质 、 氨 基 酸 (如 非 必需 氨基 酸 ) 维生素、 生长 因子 、 细 胞 因子 、 抗 氧 
化 物质 .丙酮 酸 、 缓 冲剂 .pH 指示 剂 和 无 机 盐 。 示 例 性 的 生长 培养 基 包 含 最 小 必需 培养 基 , 诸 
如 Dulbecco 改 良 Bagle 培 养 基 (DMEM) 或 ESSENTIAL 8 (E8"” 培养 基 , 补 充 有 各 种 营养 素 ( 诸 
如 非 必需 氨基 酸 和 维生素 ) 以 增强 干细胞 生长 。 最 小 基本 培养 基 的 实例 包括 但 不 限于 最 小 
必需 培养 基 Eagle MEM) a 培养 基 、Dulbecco 改 良 Eagle 培 养 基 (DMEM) 、RPMI-1640 培 养 基 、199 
培养 基 和 和 F12 培 养 基 ,另外 ,最 小 必需 培养 基 可 补充 添加 剂 ,如 马 、 小 牛 或 胎 牛 血清 , 备 选 地 ， 
培养 基 可 以 不 含 血清 .在 其 他 情况 下 ,生长 培养 基 可 以 含有 “ 敲 除 血清 蔡 代 物 ”, 在 本 文中 是 
有 经 过 优化 以 在 培养 物 中 生长 和 维持 未 分 化 细胞 诸如 干细胞 的 无 血清 制剂 .例如 ,在 美国 
专利 申请 号 2002/0076747 中 公开 了 KNOCKOUT 血清 替代 物 ,该 申请 通过 引用 并 入 本 文 。 优 选 
地 ,PSC 在 完全 成 分 限定 的 和 无 饲养 层 的 培养 基 中 培养 。 
[0202] ”因此 , 单 细 胞 PSC 通 常 在 铺 板 后 在 完全 成 分 限定 的 培养 基 中 培养 。 在 某 些 方面 , 接 
种 后 约 18-24 小 时 ,吸出 培养 基 并 将 新 鲜 培 养 基 如 E8" 培 养 基 加 入 到 培养 物 中 。 在 某 些 方面 ， 
将 单 细胞 PSC 在 完全 成 分 限定 的 培养 基 中 铺 板 后 培养 约 1 天 、2 天 或 3 天 。 优 选 地 ,在 进行 分 化 
过 程 之 前 ,将 单 细胞 PSC 在 完全 成 分 限定 的 培养 基 中 培养 约 2 天 。 

[0203] ”在 一 些 实施 方案 中 ,培养 基 可 以 含有 或 可 以 不 含有 血清 的 任何 替代 物 。 血 清 的 蔡 
代 物 可 以 包括 适当 含有 白 蛋 白 的 材料 ' 诸 如 富 含 脂 质 的 白 蛋 白白 重 白 蔡 代 物 如 重组 白 和 蛋 
白 、 植 物 淀粉 、 葡 聚 糖 和 蛋白质 水 解 物 ) 、 转 铁 蛋 白 (或 其 他 铁 转运 蛋白) 脂肪酸、 胰岛 素 、 胶 
原 前 体 、 微 量 元 素 、2- 琉 基 乙 醇 、3 -人 硫 代 甘 油 或 其 等 同 物 。 例 如 ,血清 的 蔡 代 物 可 以 通过 国 
际 公开 号 WO 98/30679 中 公开 的 方法 制备 。 备 选 地 ,可 以 更 方便 地 使 用 任何 市 售 材 料 。 市 售 
材料 包括 KNOCKOUT 血清 蔡 代 物 (KSR) 、 化 学 成 分 限定 的 浓缩 脂 质 (Gibco) 和 GLUTAMAX 
(Gibco) 。 

[0204] ”其 他 培养 条 件 可 以 被 适当 地 限定 。 例 如 ,培养 温度 可 以 是 约 30 至 40'C ,例如 至 少 或 
约 31、32、33、34、35、36、37、38、39'C ,但 是 不 特定 地 限制 于 此 ,在 一 个 实施 方案 中 ,细胞 在 37 
培养 ,C0, 浓 度 可 以 是 约 1 至 10% ,例如 约 2 至 5% ,或 者 其 中 可 衍生 的 任何 范围 。 氧 张力 可 
以 是 至 少 , 至 多 ,或 约 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、20% 或 其 中 可 衍生 的 任何 范围 。 

[0205] 2 .分 化 培养 基 
[0206] ”视网膜 成 熟 培 养 基 
[0207] ”在 如 上 所 述 的 RDM 中 培养 的 分 化 的 视网膜 细胞 可 以 通过 将 所 述 细 胞 在 视网膜 成 熟 
培养 基 (RM) 中 培养 来 进一步 分 化 和 扩 增 以 产生 RPC。RM 可 以 包含 烟 酰 胺 。RM 可 以 包含 约 1mM 
至 约 50mM, 诸 如 约 10mM 的 烟 酰 胺 。RM 可 以 进一步 包含 抗坏血酸 ,诸如 50-500pm, 特 别 地 约 
100-300pm, 诸 如 约 200pm。. 优 选 地 ,RM 不 售 或 基本 上 不 含 激活 素 A。 示 例 性 的 RM 培养 基 显 示 在 
表 1 中 .RM (例如 ,RM2) 可 以 进一步 包含 Y -分 泌 酶 抑制 剂 ,诸如 DAPT, 碱 性 FGF ,和 /或 TGFB 通 
路 抑制 剂 ,诸如 SB431542 。 

[0208] ”RM 可 以 包含 约 1:1 比 例 的 DMEM 和 F12、 约 1% 至 约 5% 诸 如 约 1.5% 的 敲 除 血清 蔡 代 
物 、MEM 非 必需 氨基 酸 (NEAA) 、 雁 酮 酸 钠 、N-2 补 充 剂 .B-27 补 充 剂 和 抗坏血酸 ,培养 基 可 以 以 
室温 RM 每 天 更 换 。 通 常 将 细胞 在 RM 中 培养 约 8、9、10,11、12、13、14、15、16 或 17 天 ,诸如 约 10 
天 以 得 到 扩 增 的 RPC。 
[0209] “PRP 成 熟 培养 基 (PM) 


CN 116033912 A 


[0210] 


包含 抗 坏 玫 


说 明 书 


24/41 页 


PRP 可 以 在 PRP 成 就 培养 基 (PW 中 成 就 ,示例 性 的 PM 培养 基 显 示 在 表 1 中 ,PM 培养 基 


DAPT) 。 PM (例如 ,PM2) 还 可 以 包含 CDK 换 制剂 ,诸如 CDK4/6 换 
uM 至 约 50pM, 诸 如 约 10nM 的 PD0332991) 。 


[0211] 


清 蔡 代 物 、 


MEM 非 必需 氨基 酸 (NEAA) 、 丙 本 
可 以 以 室温 PM 培养 基 每 天 更 换 一 次 ,i 


通常 将 细胞 在 PM 培 


PM 培养 基 可 以 包含 约 1:1 比 例 的 DMEM 和 F12、 约 1% 至 约 5% 诸 如 约 1.5% 的 敲 除 ] 


L 酸 、 烟 酰胺 和 -分 泌 酶 抑制 剂 , 诸 如 DAPT (例如 , 约 1nM 至 约 10nM, 诸 如约 5nM 的 
吊 剂 ,诸如 PD0332991 (例如 , 约 1 


前 酸 钠 、N-2 补 充 剂 .B-27 补 充 剂 和 抗坏血酸 。 培 养 基 
基 中 培养 约 4、.5、6、7、8、9、10、11、 


12、13、14、15、16、17、18、19 或 20 天 ,诸如 约 10 天 以 得 到 成 就 的 PRP 细 胞 。 


[0212] 


[0213] 


表 1: 示 例 性 的 培养 基 组 分 


Essential 8 培养 基 

组 分 供认 Cat# 终 浓度 

Essential 8TM 基 础 培养 基 Thermo Fisher Al1517001 98% 

Essential 8TM 补 充 , 剂 Thermo Fisher 2% 
Essential 8 复苏 培养 基 

组 分 供应 Cat# 终 浓度 

完全 Essential 8TM 培 养 基 Thermo Fisher 如 上 所 述 制 备 | 100% 

Rho 激酶 抑制 剂 (H1152) Millipore Sigma |555550 1 uM 
Essential 8 铺 板 培养 基 

组 分 供应 Cat# 终 浓度 

完全 Essential 8TM 培 养 基 Thermo Fisher 如 上 所 述 制备 | 100% 

Blebbistatin Millipore Sigma | B0560 2.5 uM 

视网膜 诱导 培养 基 (RIYD 

组 分 供应 Cat# 终 浓度 

DMEM/F12 Thermo Fisher 11330-032 99% 
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CTSTM KnockOut™M SR 无 外 源 物质 | Thermo Fisher Al1099201 1.50% 
MEM 非 必 需 AA Thermo Fisher 11140 0.1mM 
丙酮 酸 钠 Thermo Fisher 11360-070 1mM 
CTSIM N-2 补充 剂 Thermo Fisher Al13707-01 1% 
B-27@ 补 充 剂 (TVitA) Thermo Fisher “| 17504-044 2% 
抗坏血酸 Millipore Sigma | A4544 200HM 
LDN-193189 Stemgent 04-0074 10nM 
SB 431542 R&D Systems 1614/10 1.0uM 
CKI-7 二 盐酸 盐 Millipore Sigma | C0742 0.5uM 
AF-IGF-1 R&D Systems AFL291 lng/ml 
视网膜 分 化 培养 基 #1 (RD1) 
组 分 供应 Cat# 终 浓 度 
DMEM/F12 Thermo Fisher 11330-032 99% 
CTSTM KnockOutIM SR 无 外 源 物 质 | Thermo Fisher Al1099201 1.50% 
MEM 非 必 需 AA Thermo Fisher 11140 0.1mM 
丙酮 酸 钠 Thermo Fisher 11360-070 lmM 

N-2 补充 剂 Thermo Fisher Al13707-01 1% 
B-27@ 补 充 剂 (TVitA) Thermo Fisher “| 17504-044 2% 
抗坏血酸 Millipore Sigma | A4544 200HM 
LDN-193189 Stemgent 04-0074 100nM 
SB 431542 R&D Systems 1614/10 10uM 
CKI-7 二 盐酸 盐 Millipore Sigma | C0742 SUM 
AF-IGF-1 R&D Systems AFL291 10ng/ml 
PD0325901 Stemgent 04-0006 luM 
视网膜 分 化 培养 基 #2 (RD2) 
组 分 供应 Ca 人 终 浓度 
DMEM/F12 Thermo Fisher 11330-032 99% 
CTSTIM KnockOut™ SR 无 外 源 物 质 | Thermo Fisher Al1099201 1.50% 
MEM 非 必需 AA Thermo Fisher 11140 0.1mM 
丙酮 酸 钠 Thermo Fisher 11360-070 lmM 

N-2 补充 剂 Thermo Fisher Al13707-01 1% 
B-27@ 补 充 剂 (TVitA) Thermo Fisher 17504-044 2% 
抗坏血酸 Millipore Sigma | A4544 200uM 
SB 431542 R&D Systems 1614/10 10uM 
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CKI-7 二 盐酸 盐 Millipore Sigma | C0742 SuM 
AF-IGF-1 R&D Systems AFL291 10ng/ml 
PD0325901 Stemgent 04-0006 luM 
视网膜 成 熟 培 养 基 #1 (RM1) 
组 分 A Cat 终 浓度 
DMEM/F12 Thermo Fisher 11330-032 99% 
CTST™ KnockOutrM SR 无 外 源 物 质 | Thermo Fisher Al1099201 1.50% 
试剂 盒 
MEM 非 人 必需 AA Thermo Fisher 11140 0.1mM 
丙酮 酸 钠 Thermo Fisher 11360-070 1mM 
CTSTM N-2 补充 剂 Thermo Fisher Al13707-01 1% 
B-27@ 补 充 剂 (HVitA) Thermo Fisher “| 17504-044 2% 
抗坏血酸 Millipore Sigma | A4544 200uM 
烟 酰 胺 Millipore Sigma | N0636 10mM 
视网膜 成 熟 培 养 基 #2 (RM2) 
组 分 供应 Catt 终 浓度 
DMEM/F12 Thermo Fisher 11330-032 99% 
CTSTIMKnockOutrM SR 无 外 源 物质 | Thermo Fisher Al1099201 1.50% 
试剂 盒 
MEM 非 必需 AA Thermo Fisher 11140 0.1mM 
丙酮 酸 钠 Thermo Fisher 11360-070 lmM 
CTSTM N-2 补充 剂 Thermo Fisher Al13707-01 1% 
B-27@ 补 充 剂 (HVitA) Thermo Fisher “| 17504-044 2% 
抗坏血酸 Millipore Sigma | A4544 200HM 
烟 酰 胺 Millipore Sigma | N0636 10mM 
三 性 FGF R&D Systems AFL233 10-100ng/mL 
SB 431542 R&D Systems 1614/10 10uM 
PRP 成 熟 培养 基 #1 (PM1) 
组 分 供应 Cat# 终 浓度 
DMEM/F12 Thermo Fisher 11330-032 99% 
CTST™ KnockOut™M SR 无 外 源 物 质 | Thermo Fisher Al1099201 1.50% 
试剂 盒 
MEM 非 必 需 AA Thermo Fisher 11140 0.1mM 
丙酮 酸 钠 Thermo Fisher 11360-070 1mM 
CTSTM N-2 补充 剂 Thermo Fisher Al13707-01 1% 
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B-27@ 补 充 剂 (HVitA) Thermo Fisher “| 17504-044 2% 
抗坏血酸 Millipore Sigma | A4544 200uM 
烟 酰胺 Millipore Sigma | N0636 10mM 
DAPT Millipore Sigma | D5942 SuM 
PRP 成 熟 培 养 基 #1 (PM2) 
组 分 供应 Cat# 终 浓度 
DMEM/F12 Thermo Fisher 11330-032 99% 
CTSTM KnockOut™ SR 无 外 源 物 质 | Thermo Fisher Al1099201 1.,50% 
试剂 盒 
MEM 非 人 必需 AA Thermo Fisher 11140 0.1mM 
丙酮 酸 钠 Thermo Fisher 11360-070 lmM 
CTSTM N-2 补充 剂 Thermo Fisher Al13707-01 1% 
B-27@ 补 充 剂 (+VitA) Thermo Fisher 17504-044 2% 
抗坏血酸 Millipore Sigma | A4544 200HM 
烟 酰胺 Millipore Sigma | N0636 10mM 
DAPT Millipore Sigma | D5942 SuM 
PD0332991 Tocris 4786 10 UM 
MACS 缓冲 液 
组 分 供应 Cat# 终 浓度 
DPBS (不 含 钙 和 镁 ) Thermo Fisher Al1285601 98% 
人 血清 和 白 蛋 和 白 Irvine Scientific | 9988-100ML |2% 
EDTA 溶液 OmniPur，0.5 摩尔 ， | EMD Millipore | 4055-100ML |2mM 
pH 8.0 
Benzonase 核酸 酶 EMD Millipore 1016970001 50 U/mL 
复苏 后 培养 基 #1 (PT1) 
组 分 供应 Cat# 终 浓度 
神经 基础 CTS 级 Thermo Fisher Al13712-01 99% 
CTSTM N-2 补充 剂 Thermo Fisher Al13707-01 1% 
Glutamax Thermo Fisher 35050-061 1% 
Y-27632 Tocris 1254/10 10uM 
复苏 后 培养 基 #2 (PT2) 
组 分 供应 Cat# 终 浓度 
DMEM/F12 Thermo Fisher 11330-032 99% 
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CTST™ KnockOut™ SR 无 外 源 物 质 | Thermo Fisher A1099201 1.50% 
试剂 多 

MEM 非 必 需 AA Thermo Fisher 11140 0.1mM 

商 酮 酸 钠 Thermo Fisher 11360-070 1mM 
CTSTM N-2 补充 剂 Thermo Fisher Al13707-01 1% 
B-27@ 补 充 剂 (HVitA) Thermo Fisher 17504-044 2% 
抗坏血酸 Millipore Sigma | A4544 200HM 

烟 酰 胺 Millipore Sigma | N0636 10mM 
Y-27632 (可 选 ) Tocris 1254/10 10 pM 
RPE-MM 

组 分 供应 商 Cat# 终 浓度 
MEMa Thermo Fisher |12571-063 94% 

胎 牛 血清 Hyclone SH30071.03 15% 

CTS™ N-2 补 充 剂 Thermo Fisher |A13707-01 11% 

MEM 非 必需 AA Thermo Fisher |11140 0. 1mM 

丙酮 酸 钠 Thermo Fisher |11360-070 |1lmM 

牛 磺 酸 Sigma T4571 250ng/ml 
氧化 可 的 松 Sigma H6909 55 .2nM (20ng/L) 
3,3 ,5- 三 仙 代 -L- 甲 腺 原 氨 酸 |Sigma T5516 0.013ng/L 
RPE-MM XxF 

组 分 供应 Cat# 终 浓度 

MEM a Thermo Fisher 12571-063 94% 

CTST™ KnockOut™ SR 无 外 | Thermo Fisher A1099201 5% 

源 物质 试剂 盒 

CTSTM N-2 补充 剂 Thermo Fisher Al13707-01 1% 

MEM 非 作 需 AA Thermo Fisher 11140 0.1mM 

丙酮 酸 钠 Thermo Fisher 11360-070 1mM 

牛 磺 酸 Sigma T4571 250 Hg/ml 
氢化 可 的 松 Sigma H6909 55.2nM (20 pg/L) 
3,31,5- 三 砚 代 -L- 甲 腺 原 毛 酸 | Sigma T5516 13 ng/L 
RPE-MM+PGE2 

组 分 供应 商 Cat# 终 浓度 
MEMa Thermo Fisher |12571-063 94% 
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胎 牛 血清 Hyclone SH30071.03 |15% 
CTS™ N-2 补 充 剂 Thermo Fisher |A13707-01 11% 
MEM 非 必需 AA Thermo Fisher |11140 0. 1mM 
丙酮 酸 钠 Thermo Fisher |11360-070 |1lmM 
牛 磺 酸 Sigma T4571 250ng/ml 
氧化 可 的 松 Sigma H6909 55.2nM(20ng/L) 
3,3 ,5- 三 碘 代 -L- 甲 腺 原 氮 酸 |Sigma T5516 13ng/L 
PGE2 Tocris 2296 100uM 
RPE-MM XF+PGE2 
组 分 供应 Cat# 终 浓度 
MEM a Thermo Fisher 12571-063 94% 
CTSTM KnockOutrM SR 无 外 | Thermo Fisher A1099201 5% 
源 物 质 试剂 盒 
CTSTM N-2 补充 剂 Thermo Fisher Al13707-01 1% 
MEM 非 必 需 AA Thermo Fisher 11140 0.1mM 
丙酮 酸 钠 Thermo Fisher 11360-070 lmM 
牛 磺 酸 Sigma T4571 250 ng/ml 
氢化 可 的 松 Sigma H6909 55.2nM (20 ng/L) 
3,3..5- 三 碳 代 -L- 甲 腺 原 氨 酸 | Sigma T5516 13 ng/L 
PGE2 Tocris 2296 100nM 
RPE-MM 复 苏 
组 分 供应 商 Cat# 终 浓度 
MEMa Thermo Fisher |12571-063 94% 
胎 牛 血清 Hyclone SH30071.03 |15% 
CTS™ N-2 补 充 剂 Thermo Fisher |A13707-01 11% 
MEM 非 必需 AA Thermo Fisher |11140 0.1mM 
丙酮 酸 钠 Thermo Fisher |11360-070 |lmM 
牛人 磺 酸 Sigma T4571 250ng/ml 
氧化 可 的 松 Sigma H6909 55.2nM(20ng/L) 
3,3 ,5- 三 碘 代 -L- 甲 腺 原 氨 酸 |Sigma T5516 0.013ng/L 
Y-27632 Tocris 1254 10DM 


[0229] 


RPE-MM XF 复 苏 
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组 分 供应 Cat# 终 浓 度 
MEM a Thermo Fisher 12371-063 94% 
CTST™ KnockOut™ SR 无 外 | Thermo Fisher A1099201 5% 
源 物质 试剂 盒 
CTSTM N-2 补充 剂 Thermo Fisher Al13707-01 1% 

[0230] MEM 非 必 需 AA Thermo Fisher 11140 0.1mM 
丙酮 酸 钠 Thermo Fisher 11360-070 1mM 
牛 磺 酸 Sigma T4571 250 ng/ml 

氢化 可 的 松 Sigma H6909 55.2nM (20 ug/L) 

3,3,5- 三 矶 代 -L- 甲 腺 原 氮 酸 | Sigma T5516 13 ng/L 
Y-27632 Tocris 1254 10uM 


[0231] ”另外 ,Blebbistatin( 例 如 , 约 2.5pW 可 以 加 入 到 培养 基 中 以 增加 PR/PRP 存 活 率 并 
通过 促进 聚集 物 形成 来 保持 纯度 ,ROCK 抑 制剂 代替 Blebbistatin 可 以 备 选 地 用 来 增加 解 离 
成 单 细胞 后 的 PR/PRP 存 活 , 诸 如 通过 使 用 TRYPLEM 解 离 。 

[0232] “C .细胞 的 冷冻 保存 

[0233] ”通过 本 文公 开 的 方法 产生 的 RPE 或 PR/PRP 可 以 冷冻 保存 ,参见 例如 PCT 公 开 号 
2012/149484A2 ,其 通过 引用 并 入 本 文 , 细 胞 可 以 用 或 不 用 基底 进行 冷冻 保存 ,在 几 个 实施 
方案 中 ,储存 温度 为 约 -50C 至 约 -60'C , 约 -60C 至 约 -70C , 约 -70C 至 约 -80'C, 约 -80'C 至 
约 -90C , 约 -90C 至 约 -100C ,以 及 其 重 营 范围 ,在 一 些 实施 方案 中 , 较 低温 度 用 于 冷冻 保 
存 的 细胞 的 储存 (例如 维持 ) ,在 几 个 实施 方案 中 ,使 用 液 氮 (或 其 他 类 似 的 液体 冷却 剂 ) 来 
储存 细胞 .在 进一步 的 实施 方案 中 ,细胞 储存 大 于 约 6 小 时 。 在 另外 的 实施 方案 中 ,细胞 储存 
约 72 小 时 。 在 几 个 实施 方案 中 ,细胞 储存 48 小 时 至 约 一 周 。 在 其 他 实施 方案 中 ,细胞 储存 约 
1、2、3、4、5、6、7 或 8 周 ,. 在 进一步 的 实施 方案 中 ,细胞 储存 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11 或 12 个 
月 .细胞 也 可 以 储存 更 长 的 时 间 。 可 以 将 细胞 分 开 冷 冻 保 存 或 冷冻 保存 在 基底 上 ,例如 本 文 
公开 的 任何 基底 。 

[0234] ”在 一 些 实施 方案 中 ,可 以 使 用 额外 的 冷冻 保护 剂 。 例 如 ,细胞 可 以 在 包含 一 种 或 多 
种 冷冻 保护 剂 诸 如 DM80、 血 清白 蛋白 诸如 人 或 牛 血清 白 蛋 白 的 冷冻 保存 溶液 中 冷冻 保存 。 
在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 溶 液 包含 约 1%、 约 1.5%、 约 2%、 约 2.5%、 约 3%、 约 4%、 约 5%、 约 
6%、 约 7%、 约 8%、 约 9% 或 约 10% 的 DMS0, 在 其 它 实 施 方案 中 ,所 述 溶 液 包含 约 1% 至 约 
3%、 约 2% 至 约 4%、 约 3% 至 约 5%、 约 4% 至 约 6%、 约 5% 至 约 7%、 约 6% 至 约 8%、 约 7% 至 
约 9% 或 约 8% 至 约 10% 的 二 甲 基 亚 砚 (DMS0) 或 白 蛋 白 。 在 具体 实施 方案 中 ,所 述 溶液 包含 
2.5%DMS0。 在 另 一 个 具体 实施 方案 中 ,所 述 溶液 包含 10%DMS0。 

[0235] ”例如 ,可 以 在 冷冻 保存 过 程 中 以 约 1'C/ 分 钟 冷却 细胞 ,在 一 些 实施 方案 中 ,冷冻 保 
存 温度 为 约 -80'C 至 约 -180'C ,或 约 -125'C 至 约 -140'C ,在 一 些 实施 方案 中 ,将 细胞 冷却 至 4 
,然后 以 约 1'C/ 分 钟 冷 却 。 冷 冻 保 存 的 细胞 可 以 在 复苏 使 用 前 转移 到 液 氮 的 气相 中 ,在 一 
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些 实施 方案 中 ,例如 ,一 旦 细胞 达到 约 -80%C ,它们 被 转移 到 液 氮 储存 区 域 。 冷 冻 保存 也 可 以 
使 用 控制 速率 的 冷冻 机 完成 ,可 以 将 冷冻 保存 的 细胞 复苏 ,例如 在 约 25C 至 约 40C 的 温度 
下 ,通常 在 约 37'C 的 温度 下 。 

[0236] “D. 抑 制剂 
[0237] ”WNT 通路 抑制 剂 

[0238] WNT 是 一 种 高 度 保 守 的 分 泌 的 信号 传导 分 子 家 族 , 其 调节 细胞 与 细胞 的 相互 作用 
并 且 与 果 晶 区 段 极 性 基因 wingless 相 关 。 在 人 中 ,WNT 基 因 家 族 编 码 38 至 43kDa 的 富 含 半 胶 
氨 酸 的 糖 蛋 白 ,WNT 和 蛋白 具有 疏 水 性 信号 序列 ,保守 的 天 冬 酰胺 连接 的 窒 糖 共有 序列 (参见 
例如 Shimizu 等 人 ,Cell Growth Differ 8:1349-1358 (1997) ) 和 22 个 保守 的 半 胱 氢 酸 残 
基 。 由 于 其 促进 细胞 质 B- 连 环 和 蛋白 稳定 的 能 力 ,WNT 和 蛋白 可 以 充当 转录 激活 剂 并 抑制 细胞 凋 
亡 。 已 经 证 明 特 定 WT 和 蛋白 的 过 表达 与 某 些 癌症 有 关 。 
[0239] ”本 文中 的 WNT 抑 制剂 (也 称 作 WNT 通 路 抑制 剂 ) 指 一 般 性 的 WNT 抑 制剂 .因此 ,WNT 抑 
制剂 是 指 包 括 Wntl、Wnt2、Wnt2b、Wnt3、Wnt4、Wnt5A、Wnt6、Wnt7A、Wnt7B、Wnt8A、Wnt9A、 
Wnt1l0a、Wnt1ll1 和 Wnt16 的 WNT 家 族 蛋 白 成 员 的 任何 抑制 剂 ,本 发 明 方 法 的 某 些 实施 方案 涉及 
分 化 培养 基 中 的 WNT 抑 制剂 .本 领域 已 知 的 合适 的 WNT 抑 制剂 的 实例 包括 :N- (2- 氨 基 乙 基 ) - 
5- 氧 异 唑 啉 -8- 磺 酰胺 二 盐酸 盐 (CKI-7) ,N- (6- 甲 基 -2- 茶 并 唆 唑 基 ) -2-[(3,4,6,7- 四 氧 - 
4- 氧 代 -3- 葵 基 噬 只 并 [3 ,2-d] 喀 啶 -2- 基 ) 硫 基 ] 乙酰 胺 (IWP2) ,N- (6- 甲 基 -2- 葵 并 唆 唑 
基 ) -2-[(3,4,6,7- 四 氧 -3- Q2- 甲 氧 基 茶 基 ) -4- 氧 代 唆 吟 并 [3,2-d] 喀 喧 -2- 基 ) 硫 代 ] -乙酰 
胺 (IWP4) ,2- 茶 氧 基 茶 甲 酸 [(5- 甲 基 -2- 哮 喃 基 ) 亚 甲 基 ] 酰 肝 (PNU 74654)2,4- 二 氨基 -只 
唑 啉 , 榭 皮 素 ,3,5,7,8- 四 和 氧 -2-[4- (三 握 甲 基 ) 茶 基 ]-4H- 噬 喃 并 [4,3-dj 喀 啶 -4- 酮 
(XAV939) ,2,5- 二 握 -N- (2- 甲 基 -4- 硝 基 茶 基 ) 杀 磺 酰胺 (FH 535) ,N-[4- [2- 乙 基 -4- (3- 甲 
基 茶 基 ) -5- 噬 哗 基 ] -2- 吡 啶 基 ] 茶 甲 酰胺 (TAK 715) ,Dickkopf 相 关 和 蛋白 1 (DKK1) 和 分 泌 型 
卷曲 相关 蛋白 1 (SFRP1) ,此 外 ,WNT 抑 制剂 可 以 包括 WNT 的 抗体 WNT 的 显 性 阴性 变 体 和 抑制 
WNT 表 达 的 siRNA 和 反 义 核酸 。 使 用 RNA 介 导 的 干扰 (RNAi) 也 可 以 实现 WNT 的 抑制 。 

[0240] ”BMP 通 路 抑制 剂 
[0241] ”和 骨 形 态 发 生 和 蛋白 (BMP) 是 属于 转化 生长 因子 B (TGFB) 超 家 族 的 多 功能 生长 因子 。 
BMP 被 认为 构成 一 组 关键 的 形态 发 生 信号 ,其 协调 整个 身体 的 架构 .BMP 信和 号 在 生理 学 中 的 
重要 功能 由 病理 过 程 中 失调 的 BMP 信号 传导 的 多 种 作用 突出 显示 。 
[0242] ”BMP 通路 抑制 剂 ( 在 本 文中 也 称 作 BMP 抑 制剂 ) 包 括 一 般 性 的 BMP 信和 号 传导 抑制 剂 或 
对 BMP1、BMP2、BMP3、BMP4、BMP5、BMP6、BMP7、BMP8a BMP8b、BMP10 或 BMP15 特 异 的 抑制 剂 。 示 
例 性 BMP 抑制 剂 包 括 :4- (6- (4- ( 哌 嗪 -1- 基 ) 茶 基 ) 吡 唑 并 [1,5-aj] 喀 啶 -3- 基 ) 唑 啉 盐酸 盐 
(LDN193189) ,6- [4-[2-1- 哌 啶 基 ) 乙 氧 基 ] 葵 基 ]-3- (4- 吡 啶 基 ) - 吡 唑 并 [1 ,5-a] 喀 啶 二 盐 
酸 盐 (Dorsomorphin) ,4-[L6-[L4-[L1- 甲 基 乙 氧 基 ] 苯 基 ] 吡 唑 并 [1,5-aj 喀 喧 -3- 基 ] - 叶 啉 
(DMH1) ,4-[6-[4-[2- (4- 吗 啉 基 ) 乙 氧 基 ] 茶 基 ] 吡 唑 并 [1,5-aj 喀 啶 -3- 基 ] 唆 啉 (DMH-2) 和 
5-[6- (4- 甲 氧 基 茶 基 ) 吡 唑 并 [1,5-a] 喀 啶 -3- 基 ] 唑 啉 ML347) 。 

[0243] ”TGFB 通 路 抑制 剂 

[0244] 转化 生长 因子 B (TGFB) 是 控制 大 多 数 细 胞 中 增殖 、 细 胞 分 化 和 其 他 功能 的 分 泌 蛋 
白 。 它 是 一 种 在 和 免疫、 癌症、 支气管 哮喘 、 肺 纤维 化 ,心脏 病 、 糖 尿 病 和 多 发 性 硬化 中 起 作用 
的 细胞 因子 .TGF-B 以 至 少 三 种 异 构 体 存在 , 称 为 TGF-B1、TGF-82 和 TGF-B3。TGF-B 家 族 是 被 
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称 为 转化 生长 因子 8 超 家 族 的 生 白 超 家 族 的 一 部 分 ,其 包括 抑制 素 激活 素 、 抗 苗 勒 管 激素 、 
骨 形 态 发 生 和 蛋白 .decapentaplegic 和 Vg-1l。 
[0245] ”一 般 而 言 ,TGFB 通 路 抑制 剂 (在 本 文中 也 称 作 ,TGFB 抑 制剂 ) 可 包括 TGFB 信 号 传导 
的 任何 抑制 剂 。 例 如 ,TGFB 抑 制剂 是 4- [4- (1 ,3- 茶 并 二 氧 戊 环 -5- 基 ) -5- (2- 吡 啶 基 ) -1H- 咪 
唑 -2- 基 ] 茶 甲 酰胺 (SB431542) ,6-[2- (1,1- 二 甲 基 乙 基 ) -5- (6- 甲 基 -2- 吡 啶 基 ) -1H- 咪 唑 - 
4- 基 j] 唑 喔 啉 ($S8525334) ,2- (5- 葵 并 [1 ,3] 二 氧 成 环 -5- 基 -2- 叔 丁 基 -3H- 咪 唑 -4- 基 ) -6- 甲 
基 吡 啶 盐酸 盐水 合 物 (SB-505124) ,4- (5- 葵 并 [1 ,3] 二 氧 成 环 -5- 基 -4- 吡 啶 -2- 基 -1H- 咪 
唑 -2- 基 ) - 茶 甲 酰胺 水 合 物 ,4- [4- (1,3- 葵 并 二 氧 成 环 -5- 基 ) -5- (2- 吡 啶 基 ) -1H- 咪 唑 -2- 
基 ] - 茶 甲 酰胺 水 合 物 ,左右 测定 因子 (Lefty) ,3- (6- 甲 基 -2- 吡 啶 基 ) -N- 茶 基 -4- (4- 唑 啉 
基 ) -1H- 吡 唑 -1- 硫 代 甲 酰胺 (A 83-01) ,4-[4- (2,3- 二 氧 -1,4- 茶 并 二 吐 英 -6- 基 ) -5- (2- 吡 
啶 基 ) -1H- 咪 哗 -2- 基 ] 葵 甲 酰胺 @D 4476) ,4-[4-[3- (2- 吡 啶 基 ) -1H- 吡 唑 -4- 基 j] -2- 吡 喀 
基 ]-N- (四 所 -2H- 吡 叶 -4- 基 ) - 茶 甲 酰胺 (GW 788388) ,4- [3- (2- 吡 啶 基 ) -1H- 吡 唑 -4- 基 ] - 
唆 啉 (LY 364847) ,4-[2- 氟 -5-[3- (6- 甲 基 -2- 吡 啶 基 ) -1H- 吡 唑 -4- 基 ] 茶 基 ] -1H- 吡 唑 -1- 
乙醇 (R268712) 或 2- (3- (6- 甲 基 吡 啶 -2- 基 ) -1H- 吡 唑 -4- 基 ) -1,5- 二 毛 杂 蔡 (RepSox)。 
[0246] ”MEK 抑 制剂 

[0247] ”MEK 抑 制剂 是 抑制 丝 裂 原 活 化 蛋白 激酶 MEK1 或 MEK2 的 化 学 物质 或 药物 。 它 们 可 以 
用 来 影响 MAPK/ERK 通 路 .例如 ,MEK 抑 制剂 包括 N-[(2R) -2,3- 二 羟基 丙 氧 基 ]-3,4- 二 所 -2- 
[(2- 气 -4- 碘 茶 基 ) 氨基 ] 葵 甲 酰胺 (PD0325901) ,N- [3- [3- 环 丙 基 -5- (2- 氟 -4- 碘 茶 胺 基 ) - 
6,8- 二 甲 基 -2,4,7- 三 氧 代 吡啶 并 [4,3-d]j 喀 啶 -1- 基 ] 葵 基 ] 乙 酰胺 (GSK1120212) ,6- (4- 
-2- 氟 苯胺 基 ) -7- 氟 -N- (2- 羟 基 乙 氧 基 ) -3- 甲 基 茶 并 咪唑 -5- 甲 酰胺 (MEK162) ,N-[3,4- 
二 气 -2- (2- 气 -4- 碘 茶 胺 基 ) -6- 甲 氧 基 茶 基 j]-1- (2,3- 二 羟基 两 基 ) 环 丙烷 -1- 磺 酰胺 
(RDEA119) 和 6- (4- 澳 -2- 握 茶 胺 基 ) -7- 气 -N- 2- 羟基 乙 氧 基 ) -3- 甲 基 茶 并 咪唑 -5- 甲 酰胺 
(AZD6244) 。 

[0248] YY -分 泌 酶 抑制 剂 

[0249] YY -分 泌 酶 是 多 亚 基 和 蛋白 酶 复合 物 , 本 身 是 整合 膜 重 白 , 其 在 跨 膜 结构 域内 的 残 基 
处 切割 单程 跨 膜 蛋白 .此 类 型 的 蛋白 酶 已 知 是 膜 内 蛋白酶 。Y -分 泌 酶 的 最 熟知 的 底 物 是 尝 
粉 样 蛋白 前 体 和 蛋白 (一 种 大 的 整合 膜 蛋 白 ) , 当 它 被 Y -和 B- 分 泌 酶 两 者 切割 时 产生 称 作 演 
粉 样 蛋 白 B 的 短 氨 基 酸 肽 ,后 者 的 异常 折 辣 原 纤维 形式 是 在 阿尔 痰 海 默 病 患 者 的 脑 中 发 现 
的 淀粉 样 斑 块 的 基本 成 分 。 
[0250] ”Gamma 分 泌 酶 抑制 剂 在 本 文中 一 般 称 作 YY -分 泌 酶 抑制 剂 。 例 如 , Y -分 沁 酶 抑制 剂 
包括 ,但 不 限于 ,N-[(3,5- 二 气 茶 基 ) 乙酰 基 ] -L- 丙 氨 酰 -2- 葵 基 ] 甘 氨 酸 -1,1- 二 甲 基 乙 酯 
(DAPT) ,5- 握 -N-[(1S) -3,3,3- 三 气 -1- (羟基 甲 基 ) -2- (三 氟 甲 基 ) 两 基 ]-2- 噬 吟 磺胺 
(Begacestat) ,MDL-28170,3,5- 二 (4- 硝 基 琴 氧 基 ) 葵 甲 酸 ( 化 合 物 W) ,7- 氨 基 -4- 握 -3- 甲 氧 
基 -1H-2- 茶 并 吡 喃 (JLK6) , (5S) - (上 板 丁 氧 基 状 基 氮 基 ) -6- 葵 基 - (4R) -羟基 - (2R) -下 基 已 酰 
基 ) -L- 亮 氨 酰 -L- 茶 基 丙 氨 酰 胺 (L-685,485) , (R) -2- 氟 -a- 甲 基 [1,1 -二 葵 基 ]-4- 乙 酸 
((R) - 氟 比 洛 芬 ;Flurizan) ,N-[(1S) -2-[[(7S) -6,7- 二 所 -5- 甲 基 -6- 氧 -5H- 二 葵 并 [b ,d] 
氮 杂 曹 -7- 基 ] 氨 基 ]-1- 甲 基 -2- 氧 乙 基 ]-3,5- 二 氟 葵 乙酰 胺 (二 茶 并 氮 曹 ;DBZ) ,N- [ 顺 -4- 
[(4- 氧 葵 基 ) 磺 酰 基 ] -4- (2,5- 二 氟 葵 基 ) 环 己 基 ]-1,1,1- 三 氟 甲 基 磺 酰胺 (MRK560) ，(2S) - 
2-[[(2S) -6,8- 二 所 -1,2,3,4- 四 所 -2- 蔡 基 ] 氮 基 ]-N-[1-[2-[(2,2- 二 甲 基 丙 基 ) 氮 基 ] -1， 


Si 
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1- 二 甲 基 乙 基 ]-1H- 咪 唑 -4- 基 ] 戊 酰胺 二 氢 省 化物 (PF3084014 氧 溴 化物 ) 和 2-[ (1R) -1- 
[L (4- 氧 茶 基 ) 磺 酰 基 ] (2,5- 二 气 茶 基 ) 氨基 ] 乙 基 -5- 氟 茶 丁 酸 (BMS299897) 。 

[0251] ”细胞 周期 蛋白 依赖 性 激酶 抑制 剂 

[0252] ”细胞 周期 蛋白 依赖 性 激酶 (CDK) 是 糖 激酶 家 族 ,首先 被 发 现 它 们 在 调节 细胞 周期 
中 有 作用 ,它们 还 参与 调节 神经 细胞 的 转录 ,mRNA 加 工 , 和 分 化 ,在 许多 人 癌症 中 ,CDK 是 过 
度 活化 的 或 CDK- 抑 制 和 蛋白 没有 功能 。CDK 抑 制剂 可 以 是 CDK1、CDK2、CDK3、CDK4、CDK5、CDK6、 
CDK7 .CDK8 和 /或 CDK9 抑 制剂 。 在 特定 的 方面 ,CDK 抑 制剂 是 CDK4/6 抑 制剂 。 

[0253] CDK 抑制 剂 可 以 包括 ,但 不 限于 , 帕 博 西 尼 (Palbociclib) (PD-0332991) HC1 ， 
Roscovitine (Seliciclib,CYC202) , SNS-032 (BMS-387032) ,Dinaciclib (SCH727965) ， 
Flavopiridol (Alvocidib) ,MSC2530818,JNJ-7706621,AZD5438 ,MK-8776 (SCH 900776) ， 
PHA-793887,BS-181HC1,A-674563, 阿 贝 西利 (abemaciclib) (LY2835219) ,BMS-265246， 
PHA-767491 或 Milciclib (PHA-848125) 。 

[0254] ”bFGF 抑制 剂 

[0255] ” 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因子 (也 称 为 bFGF 、FGF2 或 FGF-B) 是 成 纤维 细胞 生长 因子 家 
族 的 成 员 。bFGF 存 在 于 基底 腊 和 血管 的 内 皮下 细胞 外 基质 中 。 男 外 ,bFGF 是 人 ESC 培 养 基 的 
常见 组 分 ,在 其 中 其 是 细胞 保持 未 分 化 状态 所 必需 的 。 

[0256] ”本 文中 的 bFGF 抑制 剂 指 一 般 性 的 bFGF 抑制 剂 。 例 如 ,bFGF 抑制 剂 包括 但 不 限于 N- 
[2-[[4- (二 乙 基 氨基 ) 丁 基 ] 氨 基 -6- (3,5- 二 甲 氧 基 茶 基 ) 吡啶 并 [2,3-d] 喀 啶 -7- 基 ]-N’- 
(1 ,1- 二 甲 基 乙 基 ) 脲 (PD173074) ,2- (2- 氨 基 -3- 甲 氧 基 茶 基 ) -4H-1- 茶 并 吡 喃 -4- 酮 
(PD98059) ,1- 叔 丁 基 -3-[6- (2,6- 二 毛茶 基 ) -2-[[4- (二 乙 基 和 氨基) 丁 基 ] 氨 基 ] 吡 啶 并 [2， 
3-dj 喀 啶 -7- 基 ] 脲 (PD161570) ,6- (2,6- 二 毛茶 基 ) -2-[[4-[2- (二 乙 氮 基 ) 乙 氧 基 ] 共 基 ] 氮 
基 ]-8- 甲 基 - 吡 吐 并 [2,3-dj 喀 啶 -7(8H) - 酮 二 盐酸 盐水 合 物 (PD166285) ,N- [2- 氨 基 -6- (3， 
5- 二 甲 氧 基 茉 基 ) 吡 啶 并 [2,3-d 喀 啶 -7- 基 ]-N - (1,1- 二 甲 基 乙 基 ) - 脲 (PD166866) 和 MK- 
2206。 

[0257] ”IV.RPE-PR/PRP 双 细胞 聚集 物 培养 

[0258] ”在 特定 的 方面 ,RPE 可 以 是 极 化 的 、 非 极 化 的 成熟 的 、 未 成 熟 的 或 其 组 合 ,RPE 可 以 
在 包含 牛 磺 酸 、 氧 化 可 的 松 和 和牛 磺 酸 的 培养 基 (诸如 本 文 所 述 的 RPE-MM 培 养 基 ) 中 培养 ,在 
特定 的 方面 ,所 述 培养 基 是 无 血清 的 或 成 分 限定 培养 基 并 且 可 以 包含 敲 除 血 清 奉 代 物 。 
[0259] ”在 一 些 方面 ,RPE 可 以 进行 培养 以 生成 斑 莹 和 蛋白 和 /或 201 阳 性 的 极 化 的 RPE。 极 化 
的 RPE 可 以 是 PRE65 和 /或 埃 效 蛋白 (Ezrin) 阳性 的 -RPE 可 以 衍生 自 hiPSC 并 且 可 以 是 成 熟 
的 ,诸如 PMEL17 、TYRP1 和 CRALBP 阳 性 的 RPE。 成 熟 的 RPE ,诸如 通过 上 述 方法 获得 的 第 42 天 
RPE, 可 以 直接 培养 或 如 果 事 先 被 冷冻 保存 则 复苏 。 然 后 RPE 可 以 培养 足以 极 化 RPE 的 时 间 
段 , 诸 如 1 周 ,2 周 ,3 周 ,4 周 ,5 周 , 或 更 长 ,特别 地 ,RPE 可 以 培养 20、21、22、23、24、25、26、27、 
28、29 或 30 天 进行 极 化 。 

[0260] ”PRP 可 以 是 未 成 熟 的 PRP, 其 可 以 最 终 成 为 视 杆 细胞 或 视 锥 细胞 ,具体 来 说 ,PR/PRP 
可 以 由 本 文 所 述 的 混杂 分 化 法 得 到 。PR/PRP 可 以 直接 加 入 至 来 自 培 养 或 冷冻 保存 的 RPE 培 
养 物 ,或 它们 可 以 被 重新 铺 板 和 培养 ,然后 与 RPE 一 起 接种 。 在 特定 的 实施 方案 中 ,PR/PRP 衍 
生 自 hiPSC 并 且 不 来 自 对 类 器 官 的 分 选 。 接 种 的 PRMPRP 可 以 是 基本 上 不 含 聚 集 物 的 单 细胞 。 
在 其 他 方面 ,PR/PRP 可 以 作为 聚集 物 添加 ,在 特定 的 方面 ,所 述 培养 基 是 无 血清 的 或 成 分 限 
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定 培养 基 并 且 可 以 包含 敲 除 血清 替代 物 。 

[0261] ”RPE 可 以 在 RPE-MM 中 复苏 并 且 使 用 ViCELL XR 计数 ,PR/PRP 可 以 在 RMN 中 复苏 。 如 果 
复苏 为 聚集 物 , 则 PR/PRP 可 以 利用 TrypLE 解 离 -RPE 和 RP/PRP 可 以 以 期 望 的 细胞 比率 和 细胞 
数目 在 RPE-MM 中 合并 ,并 且 人 允许 形成 聚集 物 ,诸如 通过 置 于 16-18RPM 的 回转 摇 床 上 的 ULA 
T-75 培 养 瓶 中 以 允许 聚集 物 形成 。 备 选 地 ,聚集 物 可 以 在 PBS 迷 你 容器 中 形成 -ROCK 抑 制剂 ， 
诸如 Y-27632 ,可 以 加 入 至 培养 物 中 用 于 聚集 物 形成 。RPE 可 以 以 约 100 万 个 细胞 /mL 至 约 
1000 万 个 细胞 /mL ,诸如 2 百 万 个 细胞 /mL ,3 百 万 个 细胞 /mL ,4 百 万 个 细胞 ]mL ,5 百 万 个 细胞 / 
mL,6 百 万 个 细胞 /mL,7 百 万 个 细胞 /mL,8 百 万 个 细胞 /mL,9 百 万 个 细胞 /mL 或 更 高 的 密度 培 
养 , 在 双重 培养 中 复苏 的 PRP 与 RPE 的 比率 可 以 为 500:1,450:1,400:1,350:1,300:1,250:1， 
200:1,150:1,100:1, 或 50:1。 

[0262] ”在 一 个 方面 中 ,PRXPRP 和 RPE 可 以 合并 为 单 细 胞 悬 液 并 且 人 允许 在 含有 Y-27632 的 
RPE-MM 中 形成 聚集 物 。 在 另 一 个 方面 中 ,RPE 的 单 细 胞 基 液 可 以 与 PRMPRP 聚 集 物 在 含有 Y- 
27632 的 RPE-MM 中 合并 。 

[0263] ”在 一 些 方面 ,ROCK 抑 制剂 .ECM 和 蛋白 和 /或 前 列 腺 素 E2 (PGE2) 可 以 在 添加 PRP 前 加 入 
到 RPE 培 养 物 中 .ROCK 抑制 剂 可 以 为 Y-27632。ECM 和 蛋白 可 以 是 层 粘连 蛋白 、 胶 原 蛋 白 I 胶原 
蛋白 IV`、 纤 连 蛋 白 或 玻 连 和 蛋白 ,特别 是 层 粘 连 重 白 -521。ROCK 抑 制剂 .ECM 和 蛋白 或 PGE2 可 以 在 
添加 PRP 前 至 少 10 分 钟 、. 诸 如 30 分 钟 .60 分 钟 或 90 分 钟 添 加 。 

[0264] VV.PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 的 用 途 

[0265] ” 某 些 方面 提供 了 PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培养 物 , 其 可 用 于 许多 重要 的 研究 目 
的 ,冷冻 保存 的 双 细 胞 聚集 物 培 养 物 可 以 用 作 治 疗 剂 ,诸如 细胞 蔡 代 疗法 。 双 细胞 聚集 物 培 
养 物 可 以 用 于 药物 或 毒素 测试 ,作为 体外 模型 研究 视网膜 生物 学 ,或 具有 患 病 细 胞 系 的 模 
型 可 以 用 于 高 通 量 药物 第 选 ,本 发 明 的 模型 系统 可 以 用 于 高 通 量 实验 , 代 蔡 相关 RPE/ 感 光 
器 相互 作用 的 动物 研究 。 

[0266] ”PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培养 物 可 以 用 于 移植 诸如 细胞 挽救 疗法 或 全 组 织 蔡 代 
疗法 。 某 些 实施 方案 可 以 提供 PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培 养 物 在 有 需要 的 任何 病 况 中 增强 
眼 组 织 维持 和 修复 的 用 途 , 所 述 病 况 包括 视网膜 变性 或 显著 的 损伤 .视网膜 变性 可 以 与 年 
龄 相关 黄斑 变性 (AMD) 、 遗 传 性 黄斑 变性 .Stargardt 黄 斑 营 养 不 良 、 卵 黄 状 黄斑 变性 、 无 脉 
络 膜 症 、 遗 传 性 视网膜 变性 (包括 视网膜 色素 变性 、 视 锥 / 视 杆 和 视 杆 / 视 锥 营养 不 良 ) 、 糖 尿 
病 性 视网膜 病变 、 视 网 膜 血管 疾病 、 由 早产 儿 视 网 膜 病变 (ROP) 引起 的 损害 、 眼 的 病毒 感染 
和 其 他 视网膜 /眼疾 病 或 损伤 /外 伤 相关 。 

[0267] ”在 另 一 个 方面 ,本 公开 提供 了 治疗 有 需要 的 个 体 的 方法 ,包括 将 包含 PRV/PRP:RPE 
双 细 胞 聚集 物 培养 物 的 组 合 物 移 植 到 所 述 个 体 , 所 述 组 合 物 可 以 施用 至 眼 、 视 网 膜 下 腔 或 
静脉 内 施用 。 此 类 个 体 可 以 具有 黄斑 变性 ,包括 年 龄 相关 黄斑 变性 ,并且 此 类 黄斑 变性 可 以 
是 早期 的 或 晚期 的 ,此 类 个 体 可 以 具有 遗传 性 黄斑 或 视网膜 变性 诸如 视网膜 色素 变性 、 视 
锥 / 视 杆 或 视 杆 / 视 锥 营养 不 良 、Stargardt 病 、 卵 黄 状 黄斑 变性 、 无 脉络 膜 症 、 视 网 膜 发 育 不 
良 、 视 网 膜 变 性 、 糖 尿 病 性 视网膜 病变 、 遗 传 性 视网膜 营养 不 良 、Leber 先 天 性 黑 眶 、 视 网 膜 
脱离 、 由 早产 儿 视 网 膜 病变 (ROP) 引起 的 损害 或 其 他 视网膜 外 伤 或 损伤 。 

[0268] ”通过 本 文公 开 的 方法 产生 的 PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培养 物 可 以 在 本 领域 中 目 
前 已 知 用 于 RPE 或 感光 器 细胞 的 任何 方法 和 应 用 中 使 用 ,例如 ,可 以 提供 评估 化 合 物 的 方 
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法 ,包括 测试 所 述 化 合 物 对 PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培养 物 的 药理 学 或 毒 理 学 性 质 . 还 可 
以 提供 评估 化 合 物 对 PR/PRP :RPE 双 细胞 聚集 物 培养 物 的 效应 的 方法 ,包括 :a) 使 本 文 提供 
的 PR/PRP :RPE 双 细胞 聚集 物 培养 物 与 所 述 化 合 物 接触 ;以 及 b) 测定 所 述 化 合 物 对 PR/PRP: 
RPE 双 细胞 聚集 物 培养 物 的 效应 。 本 实施 方案 的 双 细 胞 聚集 物 还 可 以 用 来 产生 视网膜 疾病 
模型 以 研究 病理 生理 学 和 用 于 药物 筛选 。 

[0269] ”PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培养 物 可 以 在 商业 上 用 来 筛选 影响 此 类 细胞 和 它们 的 
各 种 子 代 的 特征 的 因子 (如 溶剂 ,小 分 子 药物 、 肽 、 窒 核 苷 酸 ) 或 环境 条 件 (如 培养 条 件 或 操 
作 ) .例如 ,测试 化 合 物 可 以 是 化 学 化 合 物 、 小 分 子 、 多 上 肽 、 生 长 因子 、 细 胞 因子 或 其 他 生物 因 
子 。.PRXPRP:RPE 双 细胞 聚集 物 塔 养 物 可 以 用 来 检测 或 筛选 毒性 、 类 视 黄 醇 再 循环 、 知 噬 作 
用 、 氧 化 应 激 标志 物 或 细胞 死亡 。 

[0270] ”在 一 个 实施 方案 中 ,方法 包括 使 PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培养 物 与 测试 剂 接触 ， 
并 确定 所 述 测试 剂 是 否 调节 所 述 群 体内 RPE 或 PRP 细 胞 的 活性 或 功能 。 在 一 些 应 用 中 ,筛选 
测定 用 于 鉴定 调节 细胞 增殖 、 改 变 细胞 分 化 或 影响 细胞 活力 的 作用 剂 ,筛选 测定 可 以 在 体 
外 或 体内 进行 ,筛选 和 鉴定 眼 部 作用 剂 或 RPE :PR/PRP 剂 的 方法 包括 适合 于 高 通 量 筛 选 的 那 
些 。 例 如 ,PRXPRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培养 物 可 以 被 定位 或 放置 在 培养 下 .培养 瓶 , 滚 瓶 或 平 
板 (例如 ,单个 多 孔 严 或 亚 ,诸如 8、16、32、.64、96、.384 和 1536 多 孔 板 或 亚 ) 上 , 任 选 在 确定 俯 

位 置 处 ,用 于 鉴定 潜在 的 治疗 性 分 子 。 可 以 得 选 的 文库 包括 ,例如 ,小 分 子 文库 siRNA 文库 
和 腺 病毒 转 染 载体 文库 。 

[0271] “其 他 筛选 应 用 涉及 测试 药物 化 合 物 对 视网膜 组 织 维持 或 修复 的 影响 。 因 为 化 合 物 
被 设计 为 对 细胞 具有 药理 学 作用 ,或 者 因为 设计 为 具有 其 它 效果 的 化 合 物 可 能 对 这 种 组 织 
类 型 的 细胞 具有 非 预期 的 副作用 ,所 以 可 以 进行 筛选 。 

[0272] ”为 了 测定 细胞 组 合 物 对 治疗 剂 施 用 的 适合 性 ,可 以 首先 在 合适 的 动物 模型 (诸如 
猪 ) 中 测试 细胞 ,在 一 个 方面 ,评估 PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培养 物 在 体内 存活 和 维持 其 表 
型 的 能 力 。 将 组 合 物 移植 于 免疫 缺陷 动物 (例如 ,化 学 地 或 通过 辐射 导致 免疫 缺陷 的 裸 鼠 或 
大 鼠 ) 。 生 长 一 段 时 间 后 收获 组 织 , 并 评估 多 能 干细胞 衍生 细胞 是 否 仍 存在 。 

[0273] ”本文 所 述 的 PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培养 物 或 包含 所 述 培养 物 的 药物 组 合 物 可 
用 于 制造 治疗 有 需要 的 患者 的 病 况 的 药物 PR/PRP 或 RPE 细 胞 可 以 预先 冷冻 保存 。 在 某 些 方 
面 ,所 公开 的 PR/PRP 或 RPE 细 胞 来 源 于 iPSC, 因 此 可 用 于 为 患 有 了 眼病 的 患者 提供 “个 性 化 药 
物 ”。 在 一 些 实施 方案 中 ,可 以 对 从 患者 获得 的 体 细胞 进行 基因 工程 改造 以 矫正 引起 疾病 的 
突变 ,分 化 成 PR/PRP 或 RPE 并 工程 化 以 形成 PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培 养 物 ,这 种 组 织 可 用 
于 蔡 代 同一 患者 的 内 源 性 的 退化 的 PR/PRP 和 RPE。 备 选 地 ,可 以 使 用 由 健康 供 体 或 HLA 纯 合 
“超级 供 体 ” 产 生 的 iPSC。 

[0274] ”通过 引入 使 用 本 文公 开 的 方法 获得 的 PR/PRP :RPE 双 细胞 聚集 物 培 养 物 可 以 治疗 
或 预防 各 种 眼 部 病 况 。 所 述 病 况 包 括 通 常 与 视网膜 功能 障碍 或 降解 ,视网膜 损伤 和 /或 视 网 
膜 色素 上 皮 和 /或 感光 器 丧失 相关 的 视网膜 疾病 或 病症 .可 以 治疗 的 疾病 包括 但 不 限于 : 视 
网 膜 的 变性 疾病 ,诸如 Stargardt 黄 斑 营 养 不 良 ,视网膜 色素 变性 , 视 杆 / 视 锥 和 视 锥 / 视 杆 
营养 不 良 ,黄斑 变性 (诸如 年 龄 相关 黄斑 变性 ,近视 性 黄斑 变性 ,或 其 他 获得 性 或 遗传 性 黄 
斑 变 性 ) ,由 早产 儿 视 网 膜 病变 (ROP) 和 糖尿 病 性 视网膜 病变 引起 的 视网膜 损害 .其 他 病症 
包括 :Lebers 先 天 性 黑 眶 ,遗传 性 或 获得 性 黄斑 或 视网膜 变性 ,卵黄 状 黄斑 变性 ,视网膜 脱 
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离 , 回 旋 状 萎缩 (gyrate atrophy) ,无 脉络 膜 症 ,图形 性 营养 不 良 ,感光 器 细胞 的 其 他 营养 
不 良 ,以 及 由 于 光 、 激 光 、 炎 症 、 传 染 性 、 辐 射 、 新 生 血 管 或 创伤 性 损伤 中 的 任何 一 种 引起 的 
损害 所 致 的 视网膜 损伤 ,在 某 些 实施 方案 中 ,提供 了 用 于 治疗 或 预防 以 视网膜 变性 为 特征 
的 病 况 的 方法 ,包括 向 有 需要 的 受 试 者 施用 有 效 量 的 包含 PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培养 物 
的 组 合 物 。 这 些 方法 可 以 包括 选择 具有 一 种 或 多 种 这 些 病 况 的 受 试 者 ,并 施用 治疗 有 效 量 
的 足以 治疗 所 述 病 况 和 /或 改善 所 述 病 况 的 症状 的 PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培 养 物 PR/ 
PRP: RPE 双 细胞 聚集 物 培 养 物 可 以 以 各 种 形式 移植 .例如 ,PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培 养 物 
可 以 粘 附 到 基质 、 细 胞 外 基质 或 基底 如 生物 可 降解 聚合 物 上 而 引入 到 靶 部 位 。 

[0275] 有利 地 ,本 发 明 的 药物 制剂 可 以 用 来 补偿 RPE 和 /或 感光 器 细胞 功能 的 缺失 或 减 
小 。 可 以 通过 本 发 明 的 视网膜 细胞 群 和 方法 治疗 的 视网膜 功能 障碍 的 实例 包括 但 不 限于 : 
感光 器 变性 (如 在 例如 以 下 中 发 生 :视网膜 色素 变性 , 视 锥 营养 不 良 , 视 锥 - 视 杆 和 /或 视 杆 - 
视 锥 营养 不 良 ,以 及 遗传 性 和 年 龄 相关 或 近视 性 黄斑 变性 ) ; 视网膜 脱离 和 视网膜 外 伤 ;由 
激光 或 阳光 引起 的 光 损 伤 ; 黄斑 裂孔 ;黄斑 水 肿 ; 夜 盲 和 色盲 ;如 由 糖尿 病 或 血管 阻塞 引起 
的 缺 血 性 视网膜 病变 ; 因 早熟 /早产 引起 的 视网膜 病变 /视网膜 损害 ; 感染 性 病 况 ,诸如 CMV ，， 
视网膜 炎 和 马 形 体 病 ; 炎 性 病 况 ,诸如 葡萄 膜 炎 ;由 肿瘤 引起 的 视网膜 损害 ,诸如 视网膜 母 
细胞 癌 和 眼 黑色 素 瘤 。 

[0276] ”在 一 个 方面 ,所 述 细 胞 可 以 治疗 或 改善 需要 治疗 的 患者 中 的 遗传 性 视网膜 变性 诸 
如 视网膜 色素 变性 、 视 锥 / 视 杆 或 视 杆 / 视 锥 营养 不 良 、Leber 先 天 性 黑 眶 或 视网膜 损伤 /外 
伤 /损害 的 症状 .在 男 一 个 方面 ,所 述 细胞 可 以 治疗 或 改善 需要 治疗 的 患者 中 的 获得 性 或 遗 
传 性 形式 的 黄斑 变性 (诸如 年 龄 相关 黄斑 变性 ( 湿 或 干 ) ,Stargardt 病 ,卵黄 状 黄斑 变性 , 近 
视 性 黄斑 变性 等 ) 的 症状 。 对 于 所 有 这 些 治疗 ,所 述 细胞 可 以 是 患者 自体 的 或 同 种 异体 的 。 
在 进一步 的 方面 ,本 公开 的 细胞 可 以 与 其 他 治疗 联合 施用 。 

[0277] ”在 一 些 实施 方案 中 ,PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培 养 物 可 用 于 适 于 接受 再 生 医 学 的 
那些 受 试 者 的 自体 移植 物 。 可 以 将 PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培 养 物 与 其 他 视网膜 细胞 联合 
移植 ,通过 所 公开 的 方法 产生 的 PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培养 物 的 移植 可 以 通过 本 领域 已 
知 的 各 种 技术 来 进行 ,根据 一 个 实施 方案 ,通过 经 睫 状 体 平 坦 部 手术 方式 ,随后 通过 小 视 网 
膜 开 口 将 细胞 递送 至 视网膜 下 腔 或 通过 直接 注射 进行 移植 .PRXPRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培 养 
物 可 以 粘 附 在 基质 如 细胞 外 基质 上 或 者 提供 在 基底 如 生物 可 降解 聚合 物 上 来 引入 到 部 部 
位 。 
[0278] PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培养 物 可 以 用 来 产生 感觉 神经 视网膜 结构 。 这 些 结构 可 
以 用 于 药物 筛选 ,作为 疾病 模型 ,或 作为 药物 制剂 或 用 于 药物 制剂 中 ,在 后 一 种 情况 下 ,所 
述 药 物 制剂 可 以 是 RPE- 感 光 器 移植 物 ,其 可 以 布置 在 生物 相 容 性 固 相 支持 物 或 基质 (优选 
地 生物 可 吸收 的 基质 或 支持 物 ) 上 ,可 以 像 “ 贴 片 ”一 样 移植 。 

[0279] ”为 了 进一步 说 明 , 细 胞 的 生物 相 容 性 支持 物 可 以 是 生物 可 降解 的 合成 材料 ,诸如 
用 于 RPE 的 聚 酯 、 膜 文 持 物 。 生 物 可 降解 聚 酯 可 以 是 适合 用 作文 持 视网膜 祖 细胞 的 增殖 和 分 
化 的 基底 或 支架 的 任何 生物 可 降解 聚 酯 .所 述 聚 酯 应 当 能 够 形成 薄膜 ,优选 微 纹理 膜 ， - 
如 果 用 于 组 织 或 细胞 移植 则 应 当 是 可 生物 降解 的 .用 于 本 发 明 中 的 合适 的 生物 可 降解 聚 
包括 : 聚 乳酸 (PLA) , 聚 交 酯 , 聚 凑 基 链 人 烷 酸 酯 , 均 聚 物 和 共聚 物 两 者 ,诸如 村 
(PHB) , 聚 羟 基 丁 酸 冯 革 戊 酸 共 聚 物 (PHBV) , 聚 羟 基 丁 酸 羟基 已 酸 共聚 物 (PHBHx) , 聚 羟基 丁 
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酸 羟 基 辛 酸 共聚 物 (PHB0) 和 聚 羟基 丁 酸 羟基 十 八 酸 共 聚 物 (PHB0d) , 聚 己 内 酯 (PCL) , 聚 酰 
胺 酯 (PEA) ,脂肪 族 共聚 物 ,诸如 聚 丁 二 酸 丁 二 醇 酯 (PBS) 和 聚 本 二 酸 丁 二 醇 酯 / 己 二 酸 酯 
(PBSA) ,芳香 族 共 聚 物 . 可 以 使 用 高 分 子 量 和 低 分 子 量 聚 酯 ,取代 的 和 未 取代 的 聚 酯 ,多段 、 
分 支 或 无 规 , 以 及 聚 酯 混合 物 和 共 混 物 。 

[0280] ”还 提供 了 通过 本 文 所 公开 的 方法 产生 的 PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培养 物 的 药物 
组 合 物 , 这 些 组 合 物 可 以 包括 至 少 约 1x10; 个 细胞 , 约 1x10' 个 细胞 , 约 1x10 个 细胞 , 约 1x105 
个 细胞 , 约 1x10' 个 细胞 , 约 1x10” 个 细胞 ,或 约 1x10" 个 细胞 ,在 菜 些 实施 方案 中 ,所 述 组 合 物 
是 基本 上 纯化 (关于 非 PR/PRP :RPE 细 胞 ) 的 制剂 ,包含 通过 本 文 所 公开 的 方法 产生 的 分 化 的 
PR/PRP: RPE 细胞 。 还 提供 了 包括 支架 的 组 合 物 , 所 述 支 架 诸 如 聚合 载体 和 /或 细胞 外 基质 ， 
以 及 有 效 量 的 通过 本 文 所 公开 的 方法 产生 的 PRMPRP:RPE 细 胞 .基质 材料 通常 是 生理 学 可 接 
受 的 并 且 适 合用 于 体内 应 用 。 例 如 ,生理 学 可 接受 的 材料 包括 ,但 不 限于 ,可 吸收 的 和 /或 不 
可 吸收 的 固体 基质 材料 ,诸如 小 肠 粘膜 下 层 (SIS) , 交 联 的 或 非 交 联 的 菠 酸 盐 ,水 胶体 , 泡 
沫 ,胶原 凝 胶 ,胶原 海绵 , 聚 乙醇 酸 (PGA) 网 , 绒 头 织物 和 生物 粘 合 剂 。 

[0281] “合适 的 聚合 载体 还 包括 由 合成 或 天 然 聚 合 物 形成 的 多 孔 网 状 物 或 海绵 ,以 及 聚合 
物 溶液 ,例如 ,基质 是 聚合 物 网 状 物 或 海绵 ,或 聚合 物 水 凝 胶 ,可 以 使 用 的 天 然 聚 合 物 包 括 
蛋白 质 如 胶原 蛋白 、 白 蛋白 和 纤维 蛋白 ;和 多 糖 如 荡 酸 盐 和 透明 质 酸 聚 合 物 ,合成 聚合 物 包 
括 可 生物 降解 和 不 可 生物 降解 的 聚合 物 。 例 如 ,生物 可 降解 聚合 物 包括 羟基 酸 的 聚合 物 如 
聚 乳 酸 (PLA) , 聚 乙 醇 酸 (PGA) 和 聚 乳 酸 -乙醇 酸 (PGLA) , 聚 原 酸 酯 , 聚 酸 西 , 取 磷 膊 及 其 组 
合 。 不 可 生物 降解 的 聚合 物 包 括 聚 丙烯 酸 酯 , 聚 甲 基 丙 烯 酸 酯 ,乙烯 乙酸 乙烯 酮 和 聚 乙烯 
醇 。 
[0282] ”可 以 使 用 可 以 形成 可 延展 的 离子 或 共 价 交 联 的 水 凝 胶 的 聚合 物 , 水 凝 胶 是 当 有 机 
聚合 物 (天 然 或 合成 ) 通 过 共 价 键 .离子 键 或 氨 键 交 联 以 形成 三 维 开放 唱 格 结构 而 形成 的 物 
质 , 所 述 三 维 开 放 品 格 结构 俘获 水 分 子 形成 凝 胶 。 可 用 于 形成 水 凝 胶 的 材料 的 实例 包括 离 
子 交 联 的 多 糖 如 海藻 酸 盐 、 聚 磷 嗪 和 聚 丙 烯 酸 盐 ,或 嵌 段 共聚 物 如 PLURON1CS 或 
TETRON1CS" ,分 别 通过 温度 或 H 交 联 的 聚 环 氧 乙 烷 - 聚 丙二醇 代 段 共聚 物 。 其 他 材料 包括 蛋 
白质 如 纤维 蛋白 ,聚合 物 如 聚 乙烯 吡咯 烷 酮 .透明 质 酸 和 胶原 蛋白 。 

[0283] ”可 任 选 地 将 药物 组 合 物 包 装 在 合适 的 容器 中 ,其 具有 用 于 期 望 目 的 的 书面 说 明 ， 
诸如 重建 PR/PRP 细 胞 功能 以 改善 视网膜 组 织 的 疾病 或 异常 。 在 一 些 实施 方案 中 ,通过 本 公 
开 的 方法 产生 的 PRXPRP 细 胞 可 以 用 于 代替 有 此 需要 的 受 试 者 的 变性 的 感光 器 细胞 。 

[0284] VI. 试剂 盒 

[0285] ”在 一 些 实施 方案 中 ,提供 了 可 以 包括 例如 用 于 产生 PR/PRP:RPE 双 细胞 聚集 物 培 养 
物 的 一 种 或 多 种 培养 基 和 组 分 的 试剂 盒 .此 类 制剂 可 以 包含 视网膜 分 化 和 /或 营养 因子 的 
混合 物 , 以 适合 于 组 合 感光 器 前 体 或 感光 器 细胞 的 形式 .适当 时 ,试剂 系统 可 以 以 水 性 培养 
基 或 冻 干 形式 包装 。 试 剂 合 的 容器 装置 通常 将 包括 至 少 一 个 小 瓶 、 试 管 , 培 养 瓶 、 瓶 子 、 注 射 
器 或 其 他 容器 装置 ,组 分 可 以 放置 在 其 中 ,并 且 优 选 合适 地 以 等 分 式样 放置 在 其 中 。 当 试剂 
盒 中 有 多 个 组 分 时 ,试剂 盒 通 常 还 会 包含 第 二 、 第 三 或 其 他 额外 的 容器 ,其 他 组 分 可 以 单间 
放 入 其 中 。 然 而 ,组 分 的 各 种 组 合 可 以 包含 在 小 瓶 中 。 试 剂 盒 的 组 分 可 以 作为 干粉 提供 。 当 
试剂 和 /或 组 分 以 干粉 形式 提供 时 ,可 以 通过 添加 合适 的 溶剂 来 重 构 粉末 。 可 以 设想 ,溶剂 
也 可 以 在 另 一 个 容器 装置 中 提供 。 这 些 试剂 盒 通 和 营 还 包括 一 个 装置 ,用 于 将 试剂 盒 组 分 紧 
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密封 闭 地 容纳 以 用 于 商业 销售 。 这 样 的 容器 可 以 包括 注塑 或 吹 塑 成 型 的 塑料 容器 ,其 中 保 
留 有 所 需 的 小 瓶 。 试 剂 盒 还 可 以 包含 使 用 说 明 ,诸如 印刷 或 电子 格式 ,如 数字 格式 。 

[0286]  VII .实施 例 

[0287] 包括 以 下 实施 例 以 说 明 本 发 明 的 优选 实施 方案 ,本 领域 技术 人 员 应 该 理解 ,在 下 
面 的 实施 例 中 公开 的 技术 代表 发 明 人 发 现 的 在 本 发 明 的 实践 中 发 挥 良 好 作用 的 技术 ,并 且 
因此 可 以 认为 构成 其 实践 的 优选 模式 ,然而 ,根据 本 公开 内 容 , 本 领域 技术 人 员 应 该 理解 ， 
可 以 在 所 公开 的 具体 实施 方式 中 做 出 许多 改变 ,并 且 仍 然 获 得 相似 或 类 似 的 结果 ,而 不 偏 
离 本 发 明 的 精神 和 范围 。 

[0288] ”实施 例 1- 双 细胞 聚集 物 培 养 物 

[0289] ”为 了 表征 双 细 胞 聚集 物 培养 物 ,将 RPE 在 RPE-MM 中 复苏 ,PRP 在 RMN 中 复苏 。 如 果 PRP 
复苏 为 聚集 物 , 则 所 有 聚集 物 或 聚集 物 样 品 经 TrypLE 解 离 。 两 种 细胞 类 型 使 用 ViCELL XR 计 
数 .RPE 和 PRP 以 期 望 的 细胞 比率 和 细胞 数 在 中 RPE-MM 合 并 ,并 且 置 于 16-18RPM 的 回转 摇 床 
上 的 ULA T-75 培 养 瓶 中 以 允许 聚集 物 形成 . 备 选 地 ,聚集 物 可 以 在 PBS 迷 你 容器 中 形成 .为 
了 测试 体内 功能 ,在 聚集 物 形成 后 两 天 ,将 一 些 聚 集 物 移 植 到 大 鼠 视 网 膜 的 视网膜 下 腔 中 。 
进行 手术 以 分 析 视 网 膜 。 将 聚集 物 或 大 鼠 视网膜 伶 源 切片， 并 通过 免疫 细胞 化 学 分 析 。 
[0290] ”在 复苏 培养 基 中 在 没有 Y-27632 的 条 件 下 的 双 细 胞 聚集 物 形成 :将 作为 聚集 物 的 
RPE 和 PRP 共 培养 的 第 一 次 尝试 ,将 RPE 和 PRP 以 1RPE:3PRP 的 比率 作为 单 细胞 复苏 ,在 各 个 时 
间 点 俘获 相差 图 像 (图 1) 。 复 苏 后 2 天 ,有 几 个 单 细胞 没有 加 入 到 聚集 物 中 ,基于 细胞 尺寸 的 
定性 评价 ,这 些 细胞 似乎 是 RPE。 然 而 ,在 21 天 和 69 天 后 ,形成 聚集 物 并 且 看 上 去 相当 规则 ， 
管 倾 癌 于 相对 于 PRP 的 高 RPE 比 率 。 基 于 此 实验 , 当 复 苏 RPE 且 以 较 低 RPE:PRP 比 率 维持 时 ， 
所 有 后 续 实 验 使 用 ROCK 抑制 剂 Y-27632。 

[0291] “在 存在 Y-27632 的 条 件 下 的 双 细 胞 聚集 物 形成 :下 一 步 ,RPE 和 PRP 以 1RPE:8PRP 的 
比率 在 含有 Y-27632 的 RPE-MM 中 复苏 在 此 复苏 培养 基 中 ,聚集 物 似乎 更 均一 和 有 效 地 形成 
(图 2) ,在 复苏 培养 基 中 采用 Y-27632, 从 定性 的 角度 来 说 聚集 物 形成 更 有 效 。 然 而 ,RPE 似 乎 
在 第 45 天 时 使 聚集 物 过 度 生 长 。 

[0292] ” PGE-2 对 长 期 双 细 胞 聚集 物 培养 物 的 效应 :在 RPE 培 养 期 间 ,从 分 化 的 第 54 至 68 天 
将 前 列 腺 素 E2 (PGE-2) 加 入 至 培养 基 。PGE-2 是 刺激 RPE 初 级 纤毛 形成 和 极 化 的 激素 ,在 双 细 
胞 聚集 物 上 测试 其 效应 (图 3-5) 。 随 着 RPE 和 PRP 的 这 种 形成 ,RPE 通 常 似乎 形成 聚集 物 的 大 
部 分 ,甚至 在 培养 一 个 月 后 也 如 此 。2 个 月 后 PRP 看 上 去 成 熟 , 通 过 存在 外 节 段 标志 物 PRPH2 
来 指示 。 

[0293] ”体外 长 期 双 细 胞 聚集 物 评价 :对 于 下 面 的 研究 ,使 用 1:30 的 RPE:PRP 比 率 来 形成 聚 
集 物 .为 开始 研究 ,使 用 两 个 制剂 .首先 ,PRP 和 RPE 合 并 成 单 细 胞 悬 液 ,并 允许 在 含有 Y- 
27632 的 RPE-MM( 条 件 A) 中 形成 聚集 物 。 其 次 ,RPE 的 单 细胞 悬 液 与 PRP 聚 集 物 在 含有 Y-27632 
的 RPE-MM 中 合并 (条 件 B) 。 体 外 详细 研究 条 件 A, 条 件 A 和 条 件 B 两 者 均 移 植 到 大 鼠 中 用 于 体 
内 研究 。 

[0294] ”通过 流 式 细胞 术 进 行 双 细胞 聚集 物 评价 :首先 ,在 2 天 后 通过 流 式 细胞 术 评 价 聚 集 
物 组 合 物 。 基 于 RPE 和 PRP 标 志 物 比较 ,2 天 聚集 物 的 大 部 分 为 PRP, 尽管 测量 到 的 RPE 的 比例 
随 着 时 罕 集 物 形成 增加 (图 6) 。RPE:PRP 比 率 似 乎 在 条 件 A 和 条 件 B 之 间 大 至 相等 。 

[0295] ”通过 免疫 细胞 化 学 进行 双 细 胞 聚集 物 评价 :进一步 在 体外 评价 条 件 A (利用 RPE 和 
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PRP 两 者 的 单 细 胞 悬 液 的 聚集 物 形成 ) .相差 显微镜 显示 聚集 物 相 对 均一 ,但 色素 RPE 仅 在 共 
培养 约 9 天 后 可 看 到 (图 7) 。 育 集 物 似乎 在 延长 培养 后 融合 。 在 聚集 物 形成 后 2 天 对 聚集 物 的 
免疫 细胞 化 学 证 实 RPE 开 始 是 共 培 养 物 的 一 小 部 分 (图 8) ,1 月 后 ,RPE 和 PRP 两 者 均 存在 ,RPE 
秘 的 袋 很 明显 (图 9) 。 可 能 多 个 聚集 物 融合 在 一 起 产生 单个 聚集 物 中 的 多 个 RPE 袋 。 体 外 培 
养 3 个 月 后 ,RPE 和 PRP 的 不 同 区 域 很 明显 ,RPE 袋 成 熟 并 表达 RPE65 (图 10) 。 通 过 流 式 细胞 术 
证 实 免疫 细胞 化 学 结果 ,RPE 细 胞 多 于 PRP 细 胞 ,小 量 的 Ki67- 阳 性 增殖 细胞 似乎 是 未 成 熟 的 
RPE (图 11) 。 

[0296] ” 双 细 胞 聚集 物 移植 到 大 鼠 模 型 中 :在 皇家 外 科 医 学 院 (Royal College of 
Surgeons,RCS) 大 鼠 中 体内 评价 双 细 胞 聚集 物 的 两 个 制剂 .此 大 鼠 的 RPE 基 因 MERIK 有 突变 ， 
导致 RPE 功 能 障碍 和 后 续 的 感光 器 死亡 。PRP 和 RPE 合 并 成 单 细 胞 悬 液 ,并 允许 在 含有 Y- 
27632 的 RPE-MM (条 件 A) 中 形成 聚集 物 。 单 独 地 ,RPE 的 单 细 胞 悬 液 与 PRP 聚 集 物 在 含有 Y- 
27632 的 RPE-MM 中 合并 (条件 B) ,聚集 物 形 成 后 2 天 ,将 双 细 胞 聚集 物 (条 件 A 和 条 件 B 两 者 ) 移 
植 到 大 鼠 模 型 中 ,移植 前 的 聚集 物 形 态 在 图 7 中 由 相差 显微镜 显示 ,在 图 8 中 由 免疫 细胞 化 
学 显示 。 

[0297] ”1 个 月 体内 结果 :手术 后 1 个 月 ,RPE 和 PRP 通 常 看 上 去 已 经 迁移 到 适当 的 视网膜 层 ， 
尽管 通常 一 些 RPE 在 神经 视网膜 层 中 己 经 形成 了 一 些小 簇 ,在 条 件 A 中 , 视 杆 和 视 锥 感光 器 
两 者 均 很 明显 ,条 件 B 显 示 在 感光 器 中 类 似 的 视 杆 和 视 锥 分 布 。 

[0298] 2 个 月 体内 结果 :在 条 件 A 中 2 个 月 后 , 视 杆 和 视 锥 成 熟 很 明显 ,感光 细胞 层 通 常 
上 去 是 一 致 的 .然而 ,在 感光 细胞 层 中 仍然 有 RPE 的 小 簇 ,并 且 还 有 一 些 增生 细胞 (图 13) ,在 
条 件 B 中 , 视 杆 和 视 锥 成 熟 也 是 明显 的 ,并 且 还 存在 一 些 Ki67- 和 Pax6- 阳 性 细胞 (图 14) 。 
此 ,RPE 和 PRP 细 胞 以 聚集 物 的 形式 成 功 地 组 合 。 反 复试 验 显 示 RPE 随 时 间 推 移 增 殖 ,并 且 低 
RPE:PRP 比 率 可 以 是 合乎 需要 的 。 通 过 免疫 细胞 化 学 ,复杂 的 RPE :PRP 相 互 作用 很 明显 ,并 且 
体外 数据 显示 在 严 中 构建 视网膜 的 可 行 性 。 当 将 双 细 胞 聚集 物 递送 到 大 鼠 视网膜 的 视网膜 
下 腔 中 时 ,RPE 和 PRP 似乎 大 多 数 整 合 到 适当 的 视网膜 层 中 ,然而 ,总 是 有 一 些 PRE 簇 明显 地 
存在 于 感光 细胞 层 中 ,并 且 存在 增生 细胞 .总 起 来 说 ,这 些 研 究 表明 双 细 胞 聚集 物 对 于 视 网 
膜 的 体外 建 模 和 潜在 地 作为 治疗 药物 都 是 可 行 的 。 
[0299] ”根据 本 公开 内 容 , 可 以 在 没有 过 度 实验 的 情况 下 制作 和 执行 本 文公 开 和 要 求 保 护 
的 所 有 方法 。 虽 然 本 发 明 的 组 合 物 和 方法 已 经 根据 优选 实施 方案 进行 了 描述 ,但 是 对 于 本 
领域 技术 人 员 来 说 明显 的 是 ,可 以 在 不 脱离 本 发 明 的 构思 、 精 神 和 范围 的 情况 下 对 本 文 所 
述 的 方法 以 及 所 述 方法 的 步骤 或 者 所 述 方法 的 步 又 顺序 进行 变化 .更 具体 地 说 ,明显 的 是 ， 
化 学 和 生理 学 上 相关 的 某 些 试剂 可 以 代替 本 文 所 述 的 试剂 ,而 获得 相同 或 相似 的 结果 。 对 
于 本 领域 技术 人 员 明 显 的 所 有 这 些 类 似 的 苦 代 和 修改 被 认为 是 在 由 所 附 权 利 要 求 限 定 的 
本 发 明 的 精神 、 范 围 和 概念 内 。 

[0300] ”参考 文献 

[0301] ”以 下 参考 文献 ,以 其 提供 的 示例 性 程序 性 补充 或 其 他 细节 补充 到 本 文中 阐述 的 那 
些 的 程度 ,通过 引用 明确 地 并 入 本 文 。 
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